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διαφορετική πνοή και νέες ιδέες που έδωσαν στην εργασία καθώς και στην τεχνική 
τους υποστήριξη. Τους ευχαριστώ όλους για τις εύστοχες υποδείξεις τους κατά τη 
διόρθωση της εργασίας. Ευχαριστίες, επίσης, οφείλω στη λέκτορα Κυτταρικής 
Φυσιολογίας κ. Παρασκευά Ευφροσύνη για τη βοήθειά της µε τα πρωτόκολλα 
κυτταροκαλλιεργειών, ανάλυσης πρωτεϊνών και ανοσοφθορισµού και τη διάθεση που 
είχε πάντα να βοηθήσει.  
Ευχαριστώ, επίσης, τους καθηγητές κ. Θ. Φώτση, τον κ. Ν. Σακελλαρίδη και 
τον κ. Π.Α. Μολυβδά, µέλη της επταµελούς εξεταστικής επιτροπής για το χρόνο που 
αφιέρωσαν για την ανάγνωση της εργασίας µου και τις χρήσιµες παρατηρήσεις τους.  
Ευχαριστώ την κ. Κρετσόβαλη Νίκη για τη ευκαιρία που µου έδωσε να 
επισκεφτώ το εργαστήριο Μοριακής Γενετικής Θηλαστικών του Ινστιτούτου 
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Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας στο Ηράκλειο Κρήτης µε σκοπό την 
εκµάθηση των τεχνικών διαµόλυνσης ευκαρυωτικών κυττάρων µε πλασµίδιο 
αναφοράς και όλα τα µέλη του εργαστηρίου για τη βοήθειά τους κατά τη διεξαγωγή 
των πειραµάτων.  
Θερµές ευχαριστίες θα ήθελα να δώσω στο Βενιέρη Μάνο και τη Μηνά Βίκη 
για τη βοήθειά τους το πρώτο διάστηµα στο εργαστήριο και καθ’ όλη τη διάρκεια της 
εργασίας. Θα ήθελα να ευχαριστήσω και όλους τους συναδέλφους του εργαστηρίου 
για τη βοήθεια που προσέφερε ο καθένας τους, το ευχάριστο κλίµα και τις όµορφες 
στιγµές που περάσαµε. 
 Ξεχωριστά θα ήθελα να ευχαριστήσω την οικογένειά µου για την υλική και 
ηθική συµπαράσταση που µου παρέχει όλα τα χρόνια, τον αδερφό µου Θοδωρή για 
την υποµονή του και τη βοήθειά του µε τη διαµόρφωση του κειµένου και τον 
Κωνσταντίνο Βελησσαρίου για την υποστήριξη, ενθάρρυνση και υποµονή σε όλες τις 
κρίσεις µου.  
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
 
ActD = ακτινοµυκίνη D 
BSA = Αλβουµίνη ορού βοδιού 
Chx = κυκλοεξιµίδιο 
Cpm = Κρούσεις ανά λεπτό 
DAPI = 4΄, 6-διαµιδινο-2-φαινυλινδόλιο 
DMSO = διµεθυλοσουλφοξείδιο 
DTT = ∆ιθειοθρεϊτόλη 
EDTA = Αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ 
FBS = εµβρυϊκός ορός βοδιού 
FITC = ισοθειοκυανική φλουοροσκεϊνη 
HRP = Ραφανιδική υπεροξειδάση  
LB = Luria Broth 
MAPK = Κινάση πρωτεϊνών που ενεργοποιείται από µιτογόνα 
NAC = Ν-ακετυλο-L-κυστείνη 
ONPG = o-νιτρο-φαινυλο-β-D-γαλακτοπυρανοζίτης 
PBS = ∆ιάλυµα φυσιολογικής συγκέντρωσης φωσφορικών ιόντων 
PHD = προλυλο-υδροξυλάση 
PI3K = κινάση της 3-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης 
PMSF = φαινυλοµεθυλο φθοριούχος εστέρας του σουλφονικού οξέος 
ROS = ενεργές µορφές οξυγόνου 
SDS = ∆ωδεκακυλοθειϊκό νάτριο 
TAE = Tris-οξικό οξύ-EDTA 
TEMED = Ν,Ν,Ν,Ν-τετραµεθυλο-αιθυλενο-διαµίνη 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
Το οξυγόνο εµφανίστηκε στη βιόσφαιρα της γης πριν από 2.2 δισεκατοµµύρια 
χρόνια και σήµερα βρίσκεται στην ατµόσφαιρα, στα επίπεδα της θάλασσας, σε 
συγκέντρωση περίπου 21% (20.9%) και µειώνεται όσο αυξάνεται το υψόµετρο. Η 
συγκέντρωση του οξυγόνου στην οποία εκτίθενται τα περισσότερα κύτταρα του 
ανθρώπινου οργανισµού είναι 6-8%. Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, τα κύτταρα 
χρησιµοποιούν το οξυγόνο για την παραγωγή ενέργειας µέσω της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης και ως απαραίτητο στοιχείο για πολλές ενζυµικές αντιδράσεις. Όλοι 
οι οργανισµοί, από τα βακτήρια µέχρι τον άνθρωπο, διαθέτουν µηχανισµούς 
διατήρησης της οµοιοστασίας του οξυγόνου, που είναι ουσιώδεις για την επιβίωσή 
τους. Ενώ η αύξηση στα επίπεδα του οξυγόνου (υπεροξία) µπορεί να οδηγήσει σε 
σχηµατισµό δραστικών ειδών οξυγόνου και οξειδωτικές βλάβες, η µείωση στα 
επίπεδα του οξυγόνου (υποξία) µπορεί να οδηγήσει σε µεταβολικές διαταραχές και 
νέκρωση των ιστών, µια κατάσταση που παρατηρείται κατά την οξεία και χρόνια 
αγγειοπάθεια, την πνευµονοπάθεια και τον καρκίνο [1, 2].  
Σε συνθήκες υποξίας, οι οργανισµοί έχουν ποικίλες αντιδράσεις για να 
επιβιώσουν. Στην οξεία φάση του υποξικού στρες, οι αντιδράσεις που καταναλώνουν 
ενέργεια µειώνονται, τα κύτταρα αλλάζουν το µεταβολισµό από αερόβιο σε 
αναερόβιο και οι οργανισµοί αυξάνουν το ρυθµό αναπνοής για να παραλάβουν 
µεγαλύτερη ποσότητα οξυγόνου από το περιβάλλον και να παραγάγουν ενέργεια. Οι 
χρόνιες αντιδράσεις περιλαµβάνουν αλλαγές στην έκφραση διαφόρων γονιδίων µε 
στόχο, εκτός από την αυξηµένη πρόσληψη και αναερόβια χρήση γλυκόζης, την 
αυξηµένη ερυθροποίηση, την αγγειοδιαστολή και την αγγειογένεση ώστε να 
µεταφερθεί αποτελεσµατικότερα το οξυγόνο στους περιφερικούς ιστούς [3, 4]. Η 
εξαρτώµενη από την υποξία ρύθµιση των παραπάνω γονιδίων γίνεται σε µεταγραφικό 
επίπεδο µέσω του κύριου ρυθµιστή της απόκρισης στην υποξία, που είναι ο 
επαγόµενος από την υποξία µεταγραφικός παράγοντας HIF-1 (Hypoxia Inducible 
Factor-1). Αν και έχουν αναφερθεί και άλλοι παράγοντες που ενέχονται στην 
απόκριση στην ιστική υποξία, στην παρούσα εργασία µελετήσαµε αποκλειστικά την 
κυτταρική απόκριση στο υποξικό στρες που διαµεσολαβείται από τον HIF-1.  
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1.1 ∆ΟΜΗ ΤΟΥ HIF-1  
Ο HIF-1 είναι ένας µεταγραφικός παράγοντας που εµφανίζεται µόνο στα 
µετάζωα. Οργανισµοί, των οποίων τα κύτταρα παραλαµβάνουν το οξυγόνο µε απλή 
διάχυση από το περιβάλλον δεν εκφράζουν τον HIF-1. Ο παράγοντας αυτός είναι ένα 
ετεροδιµερές αποτελούµενο από µια α υποµονάδα και µια β υποµονάδα, που ανήκουν 
στην οικογένεια basic helix–loop–helix (bHLH)/ PER–ARNT–SIM (PAS) των 
µεταγραφικών παραγόντων. Και οι δυο υποµονάδες του HIF-1 περιέχουν δυο PAS 
περιοχές, τις PAS-A και PAS-B, οι οποίες έχουν βρεθεί σε πολλά είδη, ακόµη και 
στους προκαρυωτικούς οργανισµούς και οι οποίες συµµετέχουν στην αλληλεπίδραση 
µεταξύ πρωτεϊνών [5]. Οι περιοχές bHLH, που βρίσκονται σε µια πληθώρα 
µεταγραφικών παραγόντων είναι υπεύθυνες για το διµερισµό των υποµονάδων α και 
β και την πρόσδεσή τους στο DNA. Η υποξία επάγει την υποµονάδα α, ενώ δεν 
επηρεάζει την έκφραση της υποµονάδας β.  
 
1.1.1 Hypoxia inducible factor 1α (HIF-1α)  
Ο HIF-1α είναι µια πρωτεΐνη 826 αµινοξέων (µοριακό βάρος κατά την 
ηλεκτροφόρηση περίπου 120kDa). Στο αµινοτελικό του άκρο περιέχει την περιοχή 
bHLH (αµινοξέα 31-71) και τις περιοχές PAS (αµινοξέα 85-298) [5]. Στο 
καρβοξυλικό του άκρο περιέχει δυο περιοχές ενεργοποίησης της µεταγραφής 
(transactivation domains, TADs), την Ν-TAD προς το αµινοτελικό άκρο, η οποία 
αντιστοιχεί στα αµινοξέα 531-575 και την C-TAD προς το καρβοξυλικό άκρο, που 
αντιστοιχεί στα αµινοξέα 786-826 [6, 7, 8]. Η υποξία επάγει την έκφραση του HIF-
1α, επειδή εµποδίζει την αποικοδόµησή του. Σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2), ο 
χρόνος ηµιζωής του HIF-1α είναι περίπου 5 λεπτά, ενώ σταθεροποιείται σε συνθήκες 
υποξίας (≤ 6% Ο2). Η αποικοδόµηση του HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας συµβαίνει 
µέσω µιας περιοχής αποικοδόµησης εξαρτώµενης από το οξυγόνο ODDD (oxygen 
dependent degradation domain) (αµινοξέα 401-603). Η περιοχή αυτή περιέχει 2 
µοτίβα PEST, δηλαδή αλληλουχίες πλούσιες σε προλίνη (P), γλουταµινικό οξύ (E), 
σερίνη (S) και θρεονίνη (T), χαρακτηριστικές για πρωτεΐνες µε µικρό χρόνο ηµιζωής 
[9]. Τέλος, ο HIF-1α διαθέτει 2 σήµατα πυρηνικού εντοπισµού (nuclear localization 
signals, NLS), το N-NLS (αµινοξέα 17-33) και το C-NLS (αµινοξέα 718-721), από τα 
οποία σηµαντικότερο για την είσοδο του HIF-1α στον πυρήνα φαίνεται να είναι το C-
NLS [10, 11].  
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1.1.2 Hypoxia inducible factor 1β (HIF-1β)  
Σε αντίθεση µε τον HIF-1α που απαντάται αποκλειστικά στον HIF-1, ο HIF-
1β, που είναι γνωστός ως ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator), 
αναγνωρίστηκε πρωταρχικά ως παρτενέρ άλλων bHLH/PAS πρωτεϊνών, όπως ο aryl 
hydrocarbon receptor (AhR) ή οι πρωτεΐνες SIM-1 and SIM-2 (single minded 
proteins) [12]. Ο ARNT περιέχει περιοχές bHLH και PAS, αλλά σε αντίθεση µε τον 
HIF-1α δεν έχει περιοχές ενεργοποίησης της µεταγραφής εκτός από µια περιοχή 
πλούσια σε γλουταµίνη (Q-rich) στο καρβοξυλικό άκρο του, η οποία µπορεί να 
ενεργοποιήσει τη µεταγραφική ενεργότητα των οµοδιµερών του ARNT [13]. Ο 
ARNT εκφράζεται συνεχώς στον πυρήνα και τα επίπεδά του, σε αντίθεση µε τον 
HIF-1α, δεν επηρεάζονται από την υποξία.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 1: Απεικόνιση των λειτουργικών περιοχών του HIF-1α και του HIF-1β. Και οι δυο 
περιέχουν µια περιοχή bHLH και 2 περιοχές PAS απαραίτητες για τον ετεροδιµερισµό και την 
πρόσδεση του συµπλόκου στο DNA. Ο HIF-1α έχει 2 περιοχές ενεργοποίησης της 
µεταγραφής, την N-TAD και τη C-TAD και µια περιοχή αποικοδόµησης εξαρτώµενη από το 
οξυγόνο (ODD). Ο HIF-1β απαντάται σε δυο ισοµορφές, οι οποίες προκύπτουν από 
εναλλακτικό µάτισµα στη θέση α [1].     
 
1.1.3 Ισοµορφές των HIFα και HIFβ  
 Στα θηλαστικά έχουν βρεθεί 3 διαφορετικά γονίδια που κωδικοποιούν 
υποµονάδες HIFα και ανήκουν στην οικογένεια των bHLH/PAS πρωτεϊνών. Ο HIF-
2α αναγνωρίστηκε από 4 διαφορετικά εργαστήρια ως endothelial PAS domain protein 
1 (EPAS1) [14] ή HIF-related factor (HRF) [15] ή HIF-like factor (HLF) [16] ή 
∆ιµερισµός+πρόσδεση στο DNA  Ενεργοποίηση+ρύθµιση  
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MOP2 (member of PAS family 2) [17]. O HIF-2α έχει περίπου 50% οµολογία µε τον 
HIF-1α, επάγεται από την υποξία και ετεροδιµερίζεται µε τον ARNT δηµιουργώντας 
το σύµπλοκο HIF-2, το οποίο ενεργοποιεί τη µεταγραφή γονιδίων µέσω πρόσδεσής 
του σε στοιχεία απόκρισης στην υποξία [14, 16]. Ο HIF-2α εκφράζεται σε µια 
ποικιλία κυτταρικών τύπων, όπως και ο HIF-1α. Ωστόσο, ο HIF-1α εκφράζεται 
κυρίως στα επιθηλιακά κύτταρα και ο HIF-2α κυρίως στα ενδοθηλιακά κύτταρα και 
τους ινοβλάστες [14, 16].     
 Ο HIF-3α αναγνωρίστηκε από τους Gu et al [18] και ενώ έχει οµοιότητες µε 
τον HIF-1α και τον HIF-2α ως προς τις περιοχές bHLH (75% και 76% οµολογία 
αντίστοιχα) και PAS (34% και 36% οµολογία στην PAS-A, 40% και 36% στην PAS-
B), δε διαθέτει την περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής C-TAD, αλλά µόνο την 
περιοχή Ν-TAD. Ο HIF-3α ετεροδιµερίζεται µε τον ARNT δηµιουργώντας το 
σύµπλοκο HIF-3, αλλά η µεταγραφική ενεργότητά του διαφέρει από αυτή των HIF-1 
και HIF-2. Ο HIF-3α φαίνεται να καταστέλλει την έκφραση των γονιδίων στόχων που 
ενεργοποιούνται από την υποξία σε ανθρώπινους νεφρούς, οπότε θεωρείται 
αρνητικός ρυθµιστής [19]. Το 2001 οι Makino et al ανακάλυψαν ένα προϊόν 
εναλλακτικού µατίσµατος του HIF-3α, τον IPAS (Inhibitory PAS domain protein), ο 
οποίος εκφράζεται κυρίως στον οφθαλµό και την παρεγκεφαλίδα και λειτουργεί ως 
αρνητικός ρυθµιστής του HIF-1α και -2α [20, 21]. Έως σήµερα έχουν αναφερθεί 
συνολικά 6 διαφορετικές µορφές του HIF-3α και µερικές δε διαθέτουν ούτε την Ν-
TAD ή bHLH περιοχή [2] (Σχήµα 2).      
 Η παρουσία πολλών υποµονάδων του HIFα πιθανόν διασφαλίζει την 
ενεργοποίηση του HIF ακόµη και αν ο HIF-1α απουσιάζει ή είναι ανενεργός. 
Ωστόσο, είναι πολύ πιθανό τα διαφορετικά µέλη της οικογένειας HIF-α να επιτελούν 
διαφορετικές λειτουργίες, πιθανόν σηµαντικές στην ιστοειδική απόκριση στην 
υποξία. 
 Και στην περίπτωση του ARNT έχουν αναγνωριστεί δυο άλλες πρωτεΐνες που 
µοιάζουν δοµικά και λειτουργικά, ο ARNT2 και ο ARNT3 [1], αλλά δεν είναι γνωστό 
αν ετεροδιµερίζονται µε τους HIF-1α, HIF-2α ή HIF-3α. 
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Σχήµα 2: Απεικόνιση των πρωτεϊνών HIF-α. Οι διαφορετικές ισοµορφές του HIF-α φαίνονται µε τις 
χαρακτηριστικές περιοχές τους [2].  
 
1.2 ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΠΟΥ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΟΥΝΤΑΙ ΑΠΟ ΤΟΝ HIF-1  
 Η ανακάλυψη του HIF-1 ως κύριου ρυθµιστή της οµοιοστασίας του οξυγόνου 
στους πολυκύτταρους οργανισµούς ήρθε από την ανάλυση του µηχανισµού 
ενεργοποίησης της µεταγραφής του γονιδίου της ερυθροποιητίνης στην υποξία. Το 
1991, οι Semenza et al ανακάλυψαν µια αλληλουχία 50 βάσεων στον ενισχυτή του 
γονιδίου της ερυθροποιητίνης, που λειτουργεί ως στοιχείο απόκρισης στην υποξία 
(HRE, Hypoxia Response Element) [22], στην οποία προσδένεται ο HIF-1. Τα 
στοιχεία απόκρισης στην υποξία έχουν την αλληλουχία 5΄-(A/G)CGTG-3΄ και µέχρι 
σήµερα έχουν ανακαλυφθεί περισσότερα από 70 γονίδια που ενεργοποιούνται από 
τον HIF-1 και παίζουν ρόλο στην ερυθροποίηση, την αγγειογένεση, τη µεταφορά 
γλυκόζης, τη γλυκόλυση, την πρόσληψη του σιδήρου, την επιβίωση και 
πολλαπλασιασµό των κυττάρων ή την απόπτωση. Οι αποκρίσεις αυτές είναι 
απαραίτητες για την προσαρµογή των κυττάρων σε συνθήκες χαµηλής συγκέντρωσης 
οξυγόνου.  
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 Ο HIF-1 επάγει την ερυθροποίηση µέσω της επαγωγής του γονιδίου της 
ερυθροποιητίνης (EPO) και των γονιδίων της τρανσφερίνης και του υποδοχέα της 
τρανσφερίνης, πιθανόν µε σκοπό την αύξηση της µεταφοράς του σιδήρου στα κέντρα 
ερυθροποίησης, µε αποτέλεσµα την αύξηση των ερυθροκυττάρων και της 
αιµοσφαιρίνης. Ο HIF-1 επάγει την αγγειογένεση κυρίως µέσω της επαγωγής του 
γονιδίου του VEGF (vascular endothelial growth factor) µε σκοπό την αύξηση των 
αγγείων (νεοαγγειογένεση) και την αποτελεσµατικότερη µεταφορά οξυγόνου στους 
ιστούς. Ο HIF-1 επάγει την πρόσληψη της γλυκόζης και τη γλυκόλυση µέσω της 
επαγωγής πολλών γονιδίων που συµµετέχουν στη διαδικασία αυτή, µε σκοπό την 
αναερόβια παραγωγή ενέργειας [23, 24]. Τέλος, ο HIF-1 επάγει διάφορες άλλες 
διεργασίες, που επηρεάζουν την κυτταρική επιβίωση και πολλαπλασιασµό, αλλά και 
τον κυτταροσκελετό και τον εξωκυττάριο χώρο [25, 11], όπως φαίνεται στο Σχήµα 3.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 3: Γονίδια στόχοι του HIF-1 [11].  
 
 
 
HIF-1 
Ερυθροποίηση: 
Ερυθροποιητίνη 
Τρανσφερίνη 
Υποδοχέας  τρανσφερίνης 
Σερουλοπλασµίνη 
Αγγειογένεση/ 
Αγγειακός τόνος: 
VEGF 
Υποδοχέας του VEGF 
PAI-1 
iNOS  
Ενδοθηλίνη 1 
ΗΟ-1 
Μεταβολισµός: 
Γαλακτική αφυδρογονάση Α 
Αφυδρογονάση της 3 φωσφ. 
γλυκεριναλδεϋδης 
Αλδολάση Α και C 
Ενολάση 1 
Κινάση του πυροσταφυλικού Μ 
Κινάση του 
φωσφογλυκερινικού 1 
Εξοκινάση 1 και 2 
Μεταφορείς γλυκόζης 1 και 3 
Καρβονική ανυδράση 9 Επιβίωση/Πολλαπλασιασµός/ Απόπτωση: 
p21 
Bax 
BNIP3 
NIX 
IGF-2 
IGF-BP 1,2,3 
TGF-α/β3 
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1.3 ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΟΥ HIF-1 
1.3.1 Ρύθµιση της έκφρασης του HIF-1α από το οξυγόνο  
 Αρχικές µελέτες σε καλλιέργειες κυττάρων είχαν δείξει ότι σε συνθήκες 
νορµοξίας (21% Ο2) ο HIF-1α παράγεται, αλλά αποικοδοµείται, ενώ η υποξία 
αναστέλλει την αποικοδόµησή του οδηγώντας σε σταθεροποίηση της πρωτεΐνης [26, 
27]. Με τη χρήση αναστολέων του πρωτεασώµατος αποδείχθηκε ότι ο HIF-1α 
ουβικιτινιώνεται και αποικοδοµείται στο 26S πρωτεόσωµα [28]. Σε επόµενες µελέτες, 
χαρτογραφήθηκε µια περιοχή περίπου 200 αµινοξέων που ονοµάστηκε περιοχή 
οξυγονοεξαρτώµενης αποικοδόµησης (ODD), η οποία σχετίζεται µε αστάθεια του 
HIF-1α παρουσία οξυγόνου [29]. Ο Maxwell και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι σε 
καρκινικά κύτταρα από ασθενείς µε το σύνδροµο Von Hippel-Lindau, τα οποία δεν 
παράγουν την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη pVHL και χαρακτηρίζονται από έντονη 
αγγειογένεση, ο HIF-1α δεν αποικοδοµείται και σταθεροποιείται ακόµη και σε 
συνθήκες νορµοξίας [30]. Περαιτέρω αναλύσεις έδειξαν ότι ο pVHL συνδέεται 
άµεσα, µέσω της β περιοχής του, µε την περιοχή ODD του HIF-1α και τον 
ουβικιτινιώνει [30, 31]. O pVHL αποτελεί συστατικό του συµπλόκου µιας Ε3 λιγάσης 
της ουβικιτίνης και έπειτα από την πρόσδεσή του στον HIF-1α προσδένονται οι 
πρωτεΐνες ελογκίνη B και C (elongins B and C), η κουλίνη 2 (cullin 2) και η Rbx1 
[32] και ο ουβικιτινωµένος HIF-1α κατευθύνεται στο πρωτεόσωµα (Σχήµα 4).    
 Η αλληλεπίδραση του pVHL µε τον HIF-1α εξαρτάται από µια µετα-
µεταφραστική τροποποίηση του HIF-1α, που είναι υδροξυλίωση δύο προλινών, στις 
θέσεις 402 και 564 [33, 34]. Σε συνθήκες υποξίας, η υδροξυλίωση και η σύνδεση του 
VHL στον HIF-1α δε γίνονται, οδηγώντας συνεπώς σε σταθεροποίηση της πρωτεΐνης. 
Τα δεδοµένα αυτά, σε συνδυασµό µε την ανακάλυψη ότι η τροποποίηση του HIF-1α 
εξαρτάται από το σίδηρο και το οξογλουταρικό, όπως και στην περίπτωση των 
υδροξυλασών του προκολλαγόνου, οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι οι προλυλο-
υδροξυλάσες του HIF-1α θα ανήκουν στην ίδια οικογένεια ενζύµων. Έπειτα από 
αναζήτηση σε βάσεις δεδοµένων, οι επιστήµονες κατέληξαν σε ένα γονίδιο του 
σκώληκα Caenorhabditis elegans, το egl-9, το οποίο κωδικοποιεί για µια πρωτεΐνη 
άγνωστης µέχρι πρότινος λειτουργίας [35] [36]. Οι σκώληκες µε µεταλλαγµένο το 
egl-9, όπως συµβαίνει και µε το µεταλλαγµένο VHL, εκφράζουν συνεχώς HIF-1α. 
Χρησιµοποιώντας την αλληλουχία του egl-9, αναγνωρίστηκαν 3 οµόλογα γονίδια στα 
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θηλαστικά, που ονοµάστηκαν PHDs (Prolyl Hydroxylase Domain-containing 
proteins) 1,2 και 3 ή HPHs (HIF-1 prolyl hydroxylases) 3, 2, and 1 αντίστοιχα.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 4: Ρύθµιση του HIF-1α. Παρουσία οξυγόνου, οι προλυλο-υδροξυλάσες (PHDs) τροποποιούν 
µετα-µεταφραστικά τον HIF-1α. Η δράση των PHDs απαιτεί µοριακό οξυγόνο και δισθενή 
σίδηρο, οπότε ενώσεις που συµπλοκοποιούν το σίδηρο αναστέλλουν τη δράση τους.  Η 
υδροξυλίωση του HIF-1α επιτρέπει το σχηµατισµό του συµπλόκου ουβικιτινιλίωσης, που 
περιλαµβάνει τον VHL και οδηγεί τον HIF-1α σε αποικοδόµηση στο πρωτεόσωµα. 
Αναστολείς του πρωτεοσώµατος σταθεροποιούν τον HIF-1α. Απουσία οξυγόνου, οι PHDs 
δεν µπορούν να υδροξυλιώσουν τον HIF-1α και η πρωτεΐνη σταθεροποιείται, µετακινείται 
στον πυρήνα, δηµιουργεί σύµπλοκο µε τον ARNT και επάγει τη µεταγραφή των γονιδίων 
στόχων µε τη συνεργασία των CBP /p300 και της RNA πολυµεράσης. Ο HIF-1 προσδένεται 
σε ειδικές αλληλουχίες των γονιδίων στόχων, που ονοµάζονται στοιχεία απόκρισης στην 
υποξία (HRE) [37].  
 
 Θα πρέπει να αναφερθεί ότι τελευταία έχουν ανακαλυφθεί µονοπάτια 
αποικοδόµησης του HIF-1α ανεξάρτητα του VHL. Η αλληλεπίδραση της µοριακής 
συνοδού πρωτείνης Hsp90 µε τον HIF-1α αποτελεί ένα διαφορετικό επίπεδο 
ρύθµισης του HIF-1α, µια και έχει βρεθεί ότι αναστολή της Hsp90 οδηγεί σε 
αποικοδόµηση του HIF-1α σε κύτταρα όπου λείπει ο VHL [38]. Επιπλέον, 
αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τη λιγάση της ουβικιτίνης του p53, την mdm2, οδηγεί 
σε αποικοδόµησή του ανεξάρτητα του VHL [39].     
    
 Υποξία 
Νορµοξία 
αποικοδόµηση   
Αναστολείς 
πρωτεοσώµατος    
 
πυρήνας  
Γονίδιο στόχος   
Συµπλοκοποίηση 
Fe   
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1.3.1.1 Ιδιότητες των PHDs 
 Οι τρεις προλυλο-υδροξυλάσες υδροξυλιώνουν προλίνες που περιέχονται στο 
συντηρηµένο µοτίβο LXXLAP στην ODD περιοχή του HIF-1α, στις θέσεις 402 και 
564. Η ενζυµική αντίδραση απαιτεί οξυγόνο (Ο2), σίδηρο (Fe2+) και 2-
οξογλουταρικό. Η αντίδραση εξαρτάται απόλυτα από το οξυγόνο, αφού το άτοµο του 
οξυγόνου για το σχηµατισµό της υδροξυλοµάδας στην προλίνη προέρχεται από το 
µοριακό οξυγόνο. Το 2-οξογλουταρικό είναι απαραίτητο καθώς χρησιµοποιεί το άλλο 
άτοµο οξυγόνου και αποκαρβοξυλιώνεται σχηµατίζοντας CO2 και ηλεκτρικό οξύ [32] 
(Σχήµα 5). Επίσης, είναι απαραίτητο το ασκορβικό οξύ για τη διατήρηση του σιδήρου 
στη Fe2+ µορφή του [40]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 5: Τροποποίηση του HIF-1α από τις υδροξυλάσες. Σε συνθήκες νορµοξίας, ο HIF-1α 
υδροξυλιώνεται από από τις PHDs µε αποτέλεσµα την αποικοδόµησή του και από την FIH µε 
αποτέλεσµα την απουσία µεταγραφικής ενεργότητας. Η αντίδραση των υδροξυλασών απαιτεί 
 
ΥΠΟΞΙΑ 
ΝΟΡΜΟΞΙΑ 
Ο2, 2-οξογλουταρικό Ο2, 2-οξογλουταρικό 
CΟ2, ηλεκτρικό οξύ CΟ2, ηλεκτρικό οξύ 
 
απουσία µεταγραφής 
στοιχεία απόκρισης στην υποξία 
αποικοδόµηση 
στοιχεία απόκρισης στην υποξία 
µεταγραφή 
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οξυγόνο, 2-οξογλουταρικό και Fe2+. Το 2-οξογλουταρικό αποκαρβοξυλιώνεται παράγοντας 
CO2 και ηλεκτρικό οξύ. Σε συνθήκες υποξίας, ο HIF-1α σταθεροποιείται και επάγει αφού 
συµπλοκοποιηθεί µε τον ARNT τη µεταγραφή των γονιδίων στόχων [41].    
 
Μελέτες µε ανασυνδυασµένες PHDs έδειξαν ότι έχουν Km για το Ο2 ίση µε 
230-250µΜ, για το οξογλουταρικό 55-60µΜ, για το ασκορβικό οξύ 140-170µΜ και 
για το Fe2+  <0.1µΜ [42]. ∆εδοµένου ότι η συγκέντρωση του οξυγόνου στους ιστούς 
είναι µικρότερη από 10-30µΜ, είναι προφανές ότι οι PHDs µπορούν να παίξουν το 
ρόλο του «αισθητήρα του οξυγόνου», διότι η δραστικότητά τους µειώνεται γραµµικά 
µε την ελάττωση της συγκέντρωσης του οξυγόνου.  
Ο υποκυτταρικός εντοπισµός των τριών προλυλο-υδροξυλασών διαφέρει. Η 
PHD1 εντοπίστηκε αποκλειστικά στον πυρήνα, η PHD2 στο κυτταρόπλασµα, ενώ η 
PHD3 και στον πυρήνα και στο κυτταρόπλασµα [43]. Και οι τρεις υδροξυλιώνουν 
την προλίνη στη θέση 564, αλλά µόνο η PHD1 και η PHD2 υδροξυλιώνουν την 
προλίνη στη θέση 402. In vitro πειράµατα έδειξαν ότι οι τρεις υδροξυλάσες έχουν 
διαφορετική ικανότητα υδροξυλίωσης του HIF-1α. Η PHD2 έχει µεγαλύτερη 
ικανότητα υδροξυλίωσης από την PHD1 [44]. Πειράµατα µε τη χρήση siRNA έδειξαν 
ότι µόνο η PHD2 είναι υπεύθυνη για την υδροξυλίωση του HIF-1α σε συνθήκες 
νορµοξίας [45]. Τέλος, βρέθηκε ότι η PHD2 και η PHD3 επάγονται από την υποξία 
γεγονός που υποδεικνύει ένα µηχανισµό αρνητικής ρύθµισης του HIF-1α έπειτα από 
παρατεταµένη υποξία [46]. Πιθανόν, η επαγωγή των PHDs από την υποξία να έχει 
σχέση µε διαφορετική ρύθµιση του HIF-1α σε σύντοµη και παρατεταµένη υποξία. 
Μέχρι στιγµής, δεν έχει βρεθεί άλλο υπόστρωµα για τις προλυλο-υδροξυλάσες, εκτός 
από τον HIF-1α [47].   
 
1.3.2 Ενεργοποίηση του HIF-1α  
Ο HIF-1 είναι ένας µεταγραφικός παράγοντας, ο οποίος προσδένεται στα 
στοιχεία απόκρισης στην υποξία των γονιδίων στόχων και ενεργοποιεί τη µεταγραφή 
τους. Ο ρόλος των δυο περιοχών ενεργοποίησης της µεταγραφής, της Ν-TAD και της 
C-TAD είναι η πρόσδεση των συνενεργοποιητών της µεταγραφής στον προαγωγέα 
των γονιδίων στόχων. Οι συνενεργοποιητές αυτοί είναι ο p300/CBP, ο οποίος 
συνδέεται στις περιοχές ενεργοποίησης του HIF-1α και στη συνέχεια προσδένονται ο 
SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator-1), ο TIF-2 (Transcription Intermediary Factor-
2) και ο Ref-1 (Redox factor-1).  
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Ο µοριακός µηχανισµός της ενεργοποίησης των TADs ανακαλύφθηκε 
πρόσφατα. Σε συνθήκες νορµοξίας, ο HIF-1 δεν είναι µεταγραφικά ενεργός, εξαιτίας 
της υδροξυλίωσης µιας ασπαραγίνης (Asn 803) στην C-TAD περιοχή του HIF-1α 
[48]. Το ένζυµο που υδροξυλιώνει την ασπαραγίνη ανήκει στην οικογένεια των 
διοξυγενασών (όπως και οι προλυλο-υδροξυλάσες), απαιτεί Fe2+ και 2-οξογλουταρικό 
για να δράσει και ονοµάστηκε FIH-1 (Factor Inhibiting HIF-1) [49, 50]. Στο Σχήµα 5 
φαίνεται πως, σε συνθήκες νορµοξίας, η υδροξυλίωση του HIF-1α από τις PHDs και 
την FIH-1 οδηγεί στη µείωση των επιπέδων και της µεταγραφικής ενεργότητας της 
πρωτεϊνης αντίστοιχα.  
Σε αντίθεση µε τις προλυλο-υδροξυλάσες, δεν έχει βρεθεί αλληλουχία 
πρόσδεσης της FIH-1 στο καρβοξυλικό άκρο του HIF-1α [49], αλλά η βαλίνη που 
βρίσκεται στη θέση 802 φαίνεται να είναι σηµαντική για την πρόσδεση του 
p300/CBP. Η FIH-1 δεν επηρεάζει τη σταθεροποίηση του HIF-1α και εντοπίζεται 
κυρίως στο κυτταρόπλασµα [51]. Οι σταθερές Km της FIH-1 για το Ο2, το 2-
οξογλουταρικό και το Fe2+ είναι χαµηλότερες από αυτές των προλυλο-υδροξυλασών. 
Αυτό δηλώνει ότι µια µικρή µείωση στη συγκέντρωση του Ο2 θα επηρεάσει πρώτα τη 
δραστικότητα των προλυλο-υδροξυλασών και ότι απαιτείται µεγαλύτερη µείωση για 
να επηρεάσει τη δραστικότητα της FIH-1. Έτσι, µια µικρή µείωση στη συγκέντρωση 
του O2 θα αυξήσει τα επίπεδα του HIF-1α, αλλά η αναστολή της ενεργοποίησης από 
την FIH-1 θα διατηρηθεί [51]. 
Ενδιαφέρον προκαλεί η ανακάλυψη ότι η FIH-1 αλληλεπιδρά και µε τον VHL  
δηµιουργώντας σύµπλοκο που περιέχει τον HIF-1α, τον VHL και την FIH-1. Η 
αλληλεπίδραση αυτή υποδηλώνει ότι ο VHL και η FIH-1 λειτουργούν συνεργατικά 
στην αναστολή της ενεργοποίησης του HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας. Τόσο ο VHL 
όσο και η FIH-1 αλληλεπιδρούν in vitro µε απακετυλάσες που τροποποιούν τις 
ιστόνες της χρωµατίνης (HDAC, chromatin modifying histone diacetylases), ένζυµα 
που παίζουν ρόλο στην καταστολή της έκφρασης γονιδίων [49]. Άρα, η FIH-1 µπορεί 
να παίζει και άλλους ρόλους από το να τροποποιεί την περιοχή ενεργοποίησης του 
HIF-1α.   
 
1.3.3 Άλλες µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις του HIF-1α   
 Εκτός από την υδροξυλίωση, έχει βρεθεί ότι ο HIF-1α υπόκειται σε διάφορες 
άλλες µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις.   
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1.3.3.1 Ακετυλίωση του HIF-1α   
Ο HIF-1α ανακαλύφθηκε ότι ακετυλιώνεται και ότι η ακετυλίωση αυτή ευνοεί 
την αλληλεπίδραση µε τον VHL και εποµένως αποσταθεροποιεί τον HIF-1α. Η 
υπεύθυνη πρωτεΐνη για την τροποποίηση αυτή βρέθηκε ότι είναι µια 
ακετυλοτρανσφεράση, η ARD1 (ARrest Defective-1 protein) [52]. Η ακετυλίωση 
είναι µια µετα-µεταφραστική τροποποίηση πρωτεϊνών, µε πιο γνωστό το παράδειγµα 
αυτό των ιστονών. Πολλοί άλλοι µεταγραφικοί παράγοντες ακετυλιώνονται, όπως οι 
p53, E2F1, MyoD, GATA-1. Η ακετυλίωση σχετίζεται µε µεταγραφική ενεργοποίηση 
καθώς σχετίζεται µε την πρόσδεση στο DNA µεταγραφικών παραγόντων και την 
αλληλεπίδρασή τους µε άλλες πρωτεΐνες που αποτελούν συνενεργοποιητές της 
µεταγραφής [52].  
Ο Jeong και οι συνεργάτες του [52] χρησιµοποίησαν το σύστηµα των δυο 
υβριδίων, έχοντας ως δόλωµα την περιοχή ODD του HIF-1α και βρήκαν ότι η ARD1 
αλληλεπιδρά µε τον HIF-1α και ακετυλιώνει µια λυσίνη στη θέση 532. Μετάλλαξη 
της λυσίνης στη θέση αυτή είχε ως αποτέλεσµα τη µη ακετυλίωση του 
µεταλλαγµένου HIF-1α, την απουσία αλληλεπίδρασης µε τον VHL και τη 
σταθεροποίηση της πρωτεΐνης σε συνθήκες νορµοξίας. Αντίθετα µε τις προλυλο-
υδροξυλάσες, η δραστικότητα των ακετυλοτρανσφερασών δε φαίνεται να 
επηρεάζεται από τη συγκέντρωση του οξυγόνου. Ωστόσο, η πρόσδεση της ARD1 
στον HIF-1α ήταν ισχυρότερη σε συνθήκες νορµοξίας παρά σε συνθήκες υποξίας. 
Επιπλέον, αναστολή της έκφρασης της ARD1 αύξησε τη σταθερότητα της πρωτείνης 
HIF-1α, υποδηλώνοντας το ρόλο της ARD1 ως αρνητικό ρυθµιστή του HIF-1α.   
Παρόλα αυτά, ο ρόλος της ARD1 στη ρύθµιση της αποικοδόµησης του HIF-
1α αµφισβητείται από πιο πρόσφατες αναφορές. Συγκεκριµένα, αναφέρεται ότι 
αναστολή της έκφρασης ή υπερέκφραση της ARD1 δεν επηρεάζει τη σταθεροποίηση 
του HIF-1α ενώ τα επίπεδα του mRNA της ARD1 ή της πρωτεΐνης δεν επηρεάζονται 
από την υποξία [53]. Επιπλέον, η ARD1 δεν ακετυλιώνει τον HIF-1α αν και υπάρχει 
αλληλεπίδραση µεταξύ των δυο πρωτεϊνών [54].   
   
1.3.3.2 Φωσφορυλίωση του HIF-1α   
 Η φωσφορυλίωση µεταγραφικών παραγόντων είναι ένας κοινός µηχανισµός 
ρύθµισης της ενεργότητάς τους. Πολλά εργαστήρια έχουν αναφέρει ότι ο HIF-1α 
φωσφορυλιώνεται, έπειτα από τη σταθεροποίηση της πρωτεΐνης σε συνθήκες υποξίας 
ή νορµοξίας, αλλά η ακριβής θέση φωσφορυλίωσης δεν έχει βρεθεί.  
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 Οι πρώτες ενδείξεις για τη φωσφορυλίωση του HIF-1α προέκυψαν από τα 
πειράµατα των Wang και Semenza, οι οποίοι χρησιµοποιώντας αναστολείς κινασών 
και φωσφατασών έδειξαν ότι τόσο η φωσφορυλίωση σερίνης / θρεονίνης όσο και η 
φωσφορυλίωση τυροσίνης συµµετέχουν στην επαγωγή του HIF-1α [55]. Λίγα χρόνια 
αργότερα, αποδείχθηκε ότι ο HIF-1α φωσφορυλιώνεται in vivo µε αποτέλεσµα την 
αλλαγή στην ηλεκτροφορητική κινητικότητά του σε διάφορες κυτταρικές σειρές και 
ότι η φωσφορυλίωση αυτή γίνεται από την p42/44 MAP κινάση, αλλά όχι από την 
p38 MAP κινάση ή την JNK [56]. Αν και υπάρχουν σερίνες στον HIF-1α που θα 
µπορούσαν να αποτελούν θέσεις φωσφορυλίωσης από τις MAP κινάσες, µεταλλάξεις 
αυτών δε µείωσαν τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1. Επιπλέον, έχει αναφερθεί 
ότι µια θρεονίνη στη θέση 796 του HIF-1α φωσφορυλιώνεται αυξάνοντας την 
αλληλεπίδραση µε τον p300/CBP, αλλά η φωσφορυλίωση αυτή δε γίνεται από τις 
MAP κινάσες [57]. Η φωσφορυλίωση του HIF-1α δε φαίνεται να σχετίζεται µε τη 
σταθερότητα ή την ικανότητα πρόσδεσης του HIF-1 στο DNA, αλλά αυξάνει τη 
µεταγραφική του ενεργότητα. Ωστόσο, πρόσφατα αποδείχθηκε ότι η άµεση 
φωσφορυλίωση του HIF-1α από την MAP κινάση δεν έχει σχέση µε τη µεταγραφική 
του ενεργότητα, αλλά ότι το µονοπάτι των ΜAP κινασών σχετίζεται µε τη 
φωσφορυλίωση του συνενεργοποιητή p300 και την ισχυρότερη αλληλεπίδραση αυτού 
µε την περιοχή ενεργοποίησης στο καρβοξυλικό άκρο του HIF-1α [58].  
Υπάρχουν αναφορές ότι στην επαγωγή του HIF-1α συµµετέχει, εκτός από το 
µονοπάτι των MAP κινασών, το µονοπάτι της κινάσης της 3-φωσφατιδυλο-
ινοσιτόλης (PI3K). Αναστολή της PI3K ή της Akt οδηγεί σε αναστολή κάποιων εκ 
των επαγόµενων από την υποξία γονιδίων [59, 60], ενώ απενεργοποίηση του PTEN, 
που είναι αρνητικός ρυθµιστής της Akt οδηγεί σε αύξηση της έκφρασης του HIF-1α 
[61]. Μάλιστα, η Akt προτάθηκε ότι επάγει τη µετάφραση του HIF-1α και δε 
σχετίζεται µε τη σταθερότητα της πρωτεΐνης. Παρόλα αυτά, ο ακριβής ρόλος του 
µονοπατιού της PI3K / Akt στο µηχανισµό της επαγωγής του HIF-1α, καθώς και η 
σηµασία του σε διάφορους τύπους κυττάρων, παραµένει αδιευκρίνιστος (Σχήµα 6).    
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Σχήµα 6: Σηµατοδοτικά µονοπάτια που ενέχονται στην επαγωγή του HIF-1α από την υποξία και 
αυξητικούς παράγοντες. Ο HIF-1α επάγεται σε συνθήκες υποξίας σε όλους τους 
κυτταρικούς τύπους. Επιπλέον, τα µονοπάτια των MAP κινασών και της PI3K ενέχονται 
στην επαγωγή του HIF-1α [62].  
 
1.3.3.3 Σουµοϋλίωση του HIF-1α   
 Εκτός από τη ουβικιτίνη υπάρχουν άλλα πολυπεπτίδια που προσδένονται σε 
πρωτεΐνες και ρυθµίζουν τη λειτουργία τους και ένα από αυτά είναι το πολυπεπτίδιο 
SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier). Η σουµοϋλίωση είναι µια διαδικασία µε την 
οποία οι πρωτεΐνες δεν οδηγούνται απαραίτητα για αποικοδόµηση, αλλά µπορεί να 
προστατεύονται από ουβικιτινίωση ή να επηρεάζεται ο υποκυτταρικός εντοπισµός 
τους. Το SUMO είναι ένα µικρό πολυπεπτίδιο (περίπου 12kDa) και η πρόσδεσή του  
σε µια πρωτείνη γίνεται µε τρόπο παρόµοιο µε αυτόν την ουβικιτίνης.  
 Υπάρχουν πολλοί µεταγραφικοί παράγοντες που µπορούν να υποστούν τέτοια 
µετα-µεταφραστική τροποποίηση, όπως οι p53, c-Myb, AP-1 και η τροποποίηση αυτή 
Υποξία 
           PHDs 
µεταγραφή µετάφραση µεταγραφική 
ενεργότητα 
µεταγραφή 
γονιδίων στόχων 
αυξητικοί 
παράγοντες 
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φαίνεται ότι στις περισσότερες περιπτώσεις σχετίζεται µε αρνητική ρύθµιση της 
ενεργότητάς τους. Αρχικά δεδοµένα δείχνουν ότι τέτοια τροποποίηση µπορεί να 
υποστεί και ο HIF-1α. Ο HIF-1α έχει 3 λυσίνες που µπορούν να τροποποιηθούν από 
το πολυπεπτίδιο SUMO στις θέσεις 391, 477 και 532. Ο πιθανός ρόλος της 
τροποποίησης αυτής είναι η καταστολή της ενεργοποίησης του HIF-1α [51]. 
     
1.3.3.4 S-νιτροζυλίωση του HIF-1α   
 Υπάρχουν αναφορές που συσχετίζουν την παρουσία ΝΟ µε τη σταθεροποίηση 
του HIF-1α σε διάφορες κυτταρικές σειρές. Οι Yasinska και Sumbayev έδειξαν ότι η 
νιτροζυλίωση οµάδων SH στον HIF-1α σχετίζεται µε την ενεργοποίησή του και 
έδειξαν ότι η τροποποίηση αυτή γίνεται σε µια κυστείνη στη θέση 800. Η 
τροποποίηση αυτή γίνεται στην περιοχή ενεργοποίησης του HIF-1α από το ΝΟ, που  
προέρχεται από δωρητές ή από επαγωγή της συνθάσης του NO (iNOS). Η αύξηση της 
ενεργοποίησης του HIF-1α είναι αποτέλεσµα της ενίσχυσης στην αλληλεπίδραση 
αυτού µε τον συνενεργοποιητή p300 [63].  
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 7: Μετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις του HIF-1α. Η περιοχή ODD ρυθµίζει τη 
σταθερότητα της πρωτεΐνης µέσω της υδροξυλίωσης των προλινών στις θέσεις 402 και 564 
από τις PHDs και της ακετυλίωσης της λυσίνης 532 από την ARD1. Ο HIF-1α 
φωσφορυλιώνεται σε κατάλοιπα σερίνης/θρεονίνης στην περιοχή που φαίνεται στο σχήµα και 
η φωσφορυλίωση αυτή φαίνεται ότι σχετίζεται µε τη µεταγραφική ενεργοποίησή του. Η S-
νιτροζυλίωση της κυστείνης στη θέση 800 ενισχύει την αλληλεπίδραση µε το p300/CBP και 
αυξάνει τη µεταγραφική ενεργότητα. Η µεταγραφική ενεργοποίηση του HIF-1α ρυθµίζεται 
αρνητικά από την υδροξυλίωση της ασπαραγίνης στη θέση 803 από την FIH-1 και τη 
σουµοϋλίωση στις λυσίνες 391, 477 και 532 [51].   
ARD1 
ακετυλίωση  
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P402           K532 P564                                N803 
K391  K477   K532                                          S800                       
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Συµπερασµατικά, ο HIF-1α είναι µια πρωτεΐνη που µπορεί να υποστεί πολλές 
µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις (Σχήµα 7) και πιθανόν ίδια αµινοξέα να 
υπόκεινται σε διαφορετικές τροποποιήσεις, ανάλογα µε το περιβάλλον, ρυθµίζοντας 
τη σταθερότητα, την αποικοδόµηση ή την ενεργότητά του.  
 
1.3.4 Πυρηνικός εντοπισµός του HIF-1α και πρόσδεση στο DNA 
 Όταν ο HIF-1α σταθεροποιείται σε συνθήκες υποξίας, µετακινείται στον 
πυρήνα, ετεροδιµερίζεται µε τον ARNT δηµιουργώντας τον HIF-1, ο οποίος 
προσδένεται στο DNΑ. Σε αντίθεση µε τον HIF-1α, ο ARNT δε ρυθµίζεται από την 
υποξία και δεν είναι απαραίτητος για τη µετακίνηση του HIF-1α στον πυρήνα. Ο 
HIF-1α µετακινείται στον πυρήνα εξαιτίας ενός σήµατος πυρηνικού εντοπισµού 
(NLS) που διαθέτει, αλλά ο ακριβής µηχανισµός δεν είναι ακόµη γνωστός [10]. Σε 
περίπτωση υπερέκφρασης του HIF-1α, η µετακίνηση στον πυρήνα γίνεται ακόµη και 
σε συνθήκες νορµοξίας [64], γεγονός που υποδηλώνει ότι η διαδικασία αυτή δεν 
εξαρτάται από την υποξία και ίσως ο πυρηνικός εντοπισµός του HIF-1α να είναι 
αποτέλεσµα της αυξηµένης συγκέντρωσης της πρωτεΐνης στο κύτταρο.   
 Ο HIF-1 που σχηµατίζεται στον πυρήνα προσδένεται σε µια αλληλουχία 
πρόσδεσης (HBS, HIF-1 binding site) που βρίσκεται στα στοιχεία απόκρισης στην 
υποξία (HRE, hypoxia response elements). Η αλληλουχία αυτή είναι (A/G)CGTG. Τα 
HRE βρίσκονται είτε στον υποκινητή είτε στον ενισχυτή των γονιδίων στόχων του 
HIF-1. Η αλληλουχία πρόσδεσης του HIF-1 περιέχει το δινουκλεοτίδιο CpG, το οποίο 
στις περισσότερες αλληλουχίες πρόσδεσης είναι σε περιοχές που δε µεθυλιώνονται, 
εκτός από την περίπτωση του γονιδίου της ερυθροποιητίνης (EPO). Η αλληλουχία 
πρόσδεσης του HIF-1α είναι απαραίτητη αλλά όχι επαρκής για την ενεργοποίηση των 
γονιδίων στόχων του. Σε πολλές περιπτώσεις τα HRE περιέχουν πολλές αλληλουχίες 
πρόσδεσης του HIF-1 όσο και αλληλουχίες, στις οποίες προσδένονται άλλοι 
µεταγραφικοί παράγοντες [65]. Για παράδειγµα, στο γονίδιο του VEGF υπάρχει 
αλληλουχία πρόσδεσης για το µεταγραφικό παράγοντα AP-1 (Activator protein-1), 
ενώ στο γονίδιο της EPO υπάρχει αλληλουχία πρόσδεσης για το µεταγραφικό 
παράγοντα HNF-4 (orphan receptor hepatic nuclear factor-4) [66]. 
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1.3.5 Ρύθµιση του HIF-1α από τα ROS  
  Στα κύτταρα των θηλαστικών, τα ROS (reactive oxygen species) 
δηµιουργούνται φυσιολογικά ως παραπροϊόντα των ενζύµων της αναπνευστικής 
αλυσίδας των µιτοχονδρίων που χρησιµοποιούν Ο2, του κυτοχρώµατος P450, των 
οξειδασών των αµινοξέων, της οξειδάσης της γλυκόζης, των οξειδασών 
NADH/NADPH, της συνθάσης του ΝΟ [67]. Η µεταφορά ενός ηλεκτρονίου στο Ο2 
οδηγεί στην παραγωγή ριζών υπεροξειδίου (Ο2-), οι οποίες µπορούν στη συνέχεια να 
οδηγήσουν στην παραγωγή άλλων ROS, όπως υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) και 
ρίζες υδροξυλίου (ΟΗ.). Τα κύτταρα αµύνονται στην παραγωγή ROS µε 
αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς, που περιλαµβάνουν ένζυµα όπως η δισµουτάση του 
υπεροξειδίου (SOD), η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPX) και η καταλάση και 
αντιοξειδωτικές ενώσεις όπως η θειορεδοξίνη, η γλουταθειόνη και οι βιταµίνες Ε και 
C [68]. Όταν η παραγωγή των ROS υπερβαίνει την αντιοξειδωτική ικανότητα του 
κυττάρου προκαλείται οξειδωτικό stress, το οποίο µπορεί να προκαλέσει βλάβες στο 
DNA, τις πρωτεΐνες ή τους πολυσακχαρίτες, απορύθµιση του πολλαπλασιασµού ή 
απόπτωση [69]. Από την άλλη, τα ROS µπορούν να δράσουν ως σήµατα για την 
ενεργοποίηση συγκεκριµένων µονοπατιών, ιδιαίτερα µετά την επαγωγή τους από 
στρεσογόνες καταστάσεις, που οδηγούν σε αλλαγή της γονιδιακής έκφρασης ή 
σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου ή επιβίωση [70]. 
 ∆υο από τα αρχικά µοντέλα που είχαν διατυπωθεί για το µηχανισµό µε τον 
οποίο τα κύτταρα αντιλαµβάνονται τη µείωση στα επίπεδα του οξυγόνου είχαν σχέση 
µε την παραγωγή των ROS είτε από NAD(P)H οξειδάσες είτε από τα µιτοχόνδρια. 
Επειδή η παραγωγή των ROS απαιτεί οξυγόνο, έχει υποστηριχθεί ισχυρά η 
συµµετοχή τους στην απόκριση στην υποξία, αλλά ο ρόλος τους παραµένει ακόµη 
αµφιλεγόµενος [71].  
Το µοντέλο των NAD(P)H οξειδασών υποστηρίζει ότι τα ROS παράγονται 
συνεχώς από µια άγνωστη NAD(P)H οξειδάση, η οποία ανάγει το O2 σε ανιόν του 
υπεροξειδίου (Ο2-), το οποίο οδηγεί στην παραγωγή Η2Ο2. Το µοντέλο αυτό 
υποστηρίζει ότι η µείωση στη συγκέντρωση του οξυγόνου οδηγεί σε µείωση στην 
παραγωγή των ROS, η οποία θα είχε ως αποτέλεσµα την επαγωγή του HIF-1α και 
προβλέπει ότι αύξηση των ROS οδηγεί σε µείωση του HIF-1α. Πράγµατι, αρχικά 
πειράµατα είχαν δείξει ότι η προσθήκη εξωγενών οξειδωτικών µείωνε την έκφραση 
γονιδίων στόχων του HIF-1, όπως της ερυθροποιητίνης [72] και διατυπώθηκε η 
υπόθεση ότι και ο HIF-1 επηρεάζεται από την οξειδωτική κατάσταση του κυττάρου. 
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Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι κατεργασία µε H2O2 είχε ως αποτέλεσµα την αναστολή 
της πρόσδεσης του HIF-1 στο DNA [73] και προσθήκη H2O2 σε συνθήκες υποξίας 
είχε ως αποτέλεσµα την αποσταθεροποίηση του HIF-1α σε κύτταρα Hep3B [74] και 
του HIF-2α σε κύτταρα HeLa [75]. Ωστόσο, κατεργασία µε DPI (diphenylene 
iodonium), που είναι αναστολέας της παραγωγής των ROS από NAD(P)H οξειδάσες, 
αναστέλλει την επαγωγή των γονιδίων στόχων του HIF-1, ενώ αναµενόταν το 
αντίθετο [76]. 
 Το µοντέλο των µιτοχονδρίων υποστηρίζει ότι η υποξία σταθεροποιεί τον 
HIF-1α επειδή αυξάνει τα επίπεδα των ROS. Σύµφωνα µε το µοντέλο αυτό, σε 
συνθήκες υποξίας, η κατανάλωση του οξυγόνου από την αναπνευστική αλυσίδα 
µειώνεται και έτσι εµποδίζεται η µεταφορά ηλεκτρονίων οδηγώντας στην παραγωγή 
ROS. Πράγµατι, αναστολείς των συµπλόκων Ι και ΙΙΙ της αναπνευστικής αλυσίδας σε 
κύτταρα Hep3B και HeLa ανέστειλαν την επαγωγή του HIF-1α, εξαιτίας αναστολής 
της παραγωγής ROS [77, 78]. Επιπρόσθετα, σε κύτταρα που στερούνται 
µιτοχονδρίων, η υποξία απέτυχε να αυξήσει την παραγωγή των ROS και την έκφραση 
των γονιδίων στόχων του HIF-1 [79]. Ωστόσο, αναστολή της αναπνευστικής 
αλυσίδας δείχθηκε ότι οδηγεί σε αυξηµένη διαθεσιµότητα του οξυγόνου στο 
κυτταρόπλασµα και αποσταθεροποίηση του HIF-1α σε συνθήκες υποξίας [80]. 
Επιπλέον, σε µια άλλη σειρά πειραµάτων βρέθηκε ότι υπερέκφραση της δισµουτάσης 
του υπεροξειδίου (SOD) και εποµένως αύξηση της παραγωγής Η2Ο2 οδήγησε σε 
εξαρτώµενη από τον HIF-1α επαγωγή του VEGF [81]. Παροµοίως, γενετική έλλειψη 
της JunD, που προστατεύει τα κύτταρα από οξειδωτικά, όπως το H2O2, βρέθηκε ότι 
σταθεροποιεί τον HIF-1α, γεγονός που αποδόθηκε σε απενεργοποίηση των PHDs 
λόγω οξείδωσης του Fe2+ σε ανενεργό Fe3+ [82]. Εντούτοις, πολλά εργαστήρια 
απέδειξαν τη µείωση των ROS σε συνθήκες υποξίας σε ηπατοκύτταρα ή στον 
πνεύµονα [83, 84].  
    Συµπερασµατικά, η µεταβολή στα επίπεδα των ROS σχετίζεται µε την 
απόκριση στην υποξία µέσω του HIF-1α. Ωστόσο, η πηγή των ROS, οι συνθήκες 
παραγωγής τους και η σχέση τους µε την ενεργοποίηση του HIF-1α δεν έχουν ακόµη 
διαλευκανθεί.   
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1.4 ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ HIF-1α ΣΕ ΣΥΝΘΗΚΕΣ 
ΝΟΡΜΟΞΙΑΣ  
 Εκτός της υποξίας, έχουν βρεθεί ουσίες που επάγουν τον HIF-1α σε συνθήκες 
νορµοξίας. Οι επαγωγείς αυτοί µπορούν να χωριστούν σε διάφορες κατηγορίες. Η 
πρώτη κατηγορία περιλαµβάνει ενώσεις που θεωρούνται «µιµητές της υποξίας», 
όπως είναι η δεσφερριοξαµίνη ή το κοβάλτιο, οι οποίες σταθεροποιούν τον HIF-1α 
από την αποικοδόµηση παρουσία O2. Εκτός από τους «µιµητές της υποξίας» υπάρχει 
µια κατηγορία ενώσεων που περιλαµβάνει βιολογικά σηµαντικά µόρια, όπως είναι οι 
κυτοκίνες, οι αυξητικοί παράγοντες, ορισµένα ογκογονίδια και ορµόνες, που έχει 
δειχθεί ότι επάγουν τον HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας µε µηχανισµούς που 
περιλαµβάνουν σταθεροποίηση, αυξηµένη µεταγραφή ή µετάφραση [62, 65]. Τέλος, 
πρόσφατα βρέθηκε ότι τα φλαβονοειδή µπορούν να επάγουν τον HIF-1α, µε 
χαρακτηριστικό εκπρόσωπό τους, την κερκετίνη, χωρίς να έχει διευκρινιστεί ο 
µηχανισµός επαγωγής.    
 
1.4.1 Επαγωγή του HIF-1α από «µιµητές της υποξίας»  
 Η δεσφερριοξαµίνη είναι µια ένωση µε ικανότητα συµπλοκοποίησης του 
σιδήρου και ήταν από τις πρώτες ενώσεις που βρέθηκε ότι επάγουν τον HIF-1α. 
Αντίστοιχα, µέταλλα, όπως είναι το κοβάλτιο και το νικέλιο βρέθηκε ότι 
σταθεροποιούν τον HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας. Αρχικά, η δράση αυτή 
επιβεβαίωνε την υπόθεση ότι ο «αισθητήρας οξυγόνου», δηλαδή το µόριο που 
αντιλαµβάνεται τις αλλαγές στις συγκεντρώσεις οξυγόνου είναι µια αιµοπρωτεΐνη, 
οπότε ο HIF-1α επάγεται είτε εξαιτίας συµπλοκοποίησης του σιδήρου της 
αιµοπρωτεΐνης από τη δεσφερριοξαµίνη [85] είτε εξαιτίας αντικατάστασης του 
σιδήρου στο µόριο της αιµοπρωτεΐνης από το κοβάλτιο [86]. Ωστόσο, σήµερα, η 
δράση αυτών των ενώσεων φαίνεται να εξηγείται από την εξάρτηση των PHDs και 
της FIH-1 από το σίδηρο. Τουλάχιστον για τη δεσφερριοξαµίνη είναι σχεδόν βέβαιο 
ότι η δράση της στηρίζεται στη συµπλοκοποίηση του σιδήρου που είναι απαραίτητος 
για τη δράση των PHDs [11]. Αντίθετα, για το κοβάλτιο έχουν προταθεί ποικίλοι 
µηχανισµοί δράσης και εποµένως ο µηχανισµός δράσης του δεν είναι ακόµη απόλυτα 
κατανοητός. Αρχικά, µε in vitro µελέτες αποδείχθηκε ότι το κοβάλτιο αναστέλλει τη 
δραστικότητα ανασυνδυασµένων PHDs οπότε διατυπώθηκε η υπόθεση ότι το 
κοβάλτιο αντικαθιστά το σίδηρο στο κέντρο πρόσδεσης του σιδήρου στις PHDs [87]. 
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Πιο πρόσφατα αποδείχθηκε ότι το κοβάλτιο µπορεί να ενωθεί απευθείας µε τον HIF-
1α και να εµποδίσει µε τον τρόπο αυτό την αποικοδόµησή του [88]. Στη 
συγκεκριµένη εργασία, µε in vitro µελέτες αποδείχθηκε ότι το κοβάλτιο προσδένεται 
απευθείας στην ODD περιοχή της HIF-α πρωτεΐνης εµποδίζοντας την υδροξυλίωση 
και την αλληλεπίδρασή του µε τον VHL. Επίσης, έχει αναφερθεί ότι το κοβάλτιο 
εµποδίζει την αποικοδόµηση του HIF-1α µέσω πρόσδεσής του στην κουλίνη 2 [89]. 
Η κουλίνη 2 είναι συστατικό του συµπλόκου της Ε3 λιγάσης της ουβικιτίνης, που 
οδηγεί τον HIF-1α προς αποικοδόµηση. Το κοβάλτιο έχει την ικανότητα να ενώνεται 
µόνο µε αυτό το συστατικό του συµπλόκου, αναστέλλοντας τη δράση του χωρις να 
επηρεάζει το σχηµατισµό του. Σε επόµενη εργασία της ίδιας ερευνητικής οµάδας, 
αποδείχθηκε ότι το κοβάλτιο εµποδίζει την αποικοδόµηση του HIF-1α µε ένα 
µηχανισµό που δεν εξαρτάται από τον VHL [90]. H δράση του κοβαλτίου έχει 
αποδοθεί και στην ικανότητά του να µειώνει το ασκορβικό οξύ που είναι απαραίτητο 
για τη διατήρηση του σιδήρου των PHDs στην ενεργή Fe2+ µορφή του [91, 40]. Έχει 
προταθεί ότι κατά την ενζυµική αντίδραση της υδροξυλίωσης ο σίδηρος που είναι 
συνδεδεµένος στις PHDs στη δισθενή του µορφή µετατρέπεται σε τρισθενή σίδηρο, 
οδηγώντας σε απενεργοποίηση του ενζύµου. Ο ρόλος του ασκορβικού οξέος είναι να 
διατηρεί το σίδηρο στη δισθενή µορφή. Το κοβάλτιο οξειδώνει το ασκορβικό οξύ µε 
αποτέλεσµα να απενεργοποιούνται οι pHDs επειδή δεν ανάγεται ο Fe3+ σε Fe2+ [40]. 
Τέλος, έχει δειχθεί ότι το κοβάλτιο συµµετέχει στο σχηµατισµό ROS και η επαγωγή 
του HIF-1α από το κοβάλτιο εξαρτάται από τα ROS [92, 93] και από το µονοπάτι της 
PI3K [78, 93].            
 
1.4.2 Επαγωγή του HIF-1α από βιολογικά σηµαντικά µόρια  
 Εκτός από τις χηµικές ενώσεις που θεωρούνται ότι µιµούνται την υποξία στη 
σταθεροποίηση του HIF-1α, πολλοί βιολογικοί παράγοντες, όπως κυτοκίνες, ορµόνες, 
αυξητικοί παράγοντες, ογκογονίδια και ογκοκατασταλτικά γονίδια [65], έχει δειχθεί 
ότι επηρεάζουν την έκφραση του HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας. Συνήθως, η 
επαγωγή αυτή σχετίζεται µε µηνύµατα που αυξάνουν τη µεταγραφή ή τη µετάφραση 
του HIF-1α ή επηρεάζουν τη σταθεροποίηση ή τη µεταγραφική του ενεργότητα. Οι 
περισσότεροι από τους παραπάνω παράγοντες αυξάνουν την έκφραση του HIF-1α 
µέσω µονοπατιών κινασών (Σχήµα 6), που σχετίζονται µε ειδικούς για κάθε κύτταρο 
υποδοχείς, χωρίς όµως ο µηχανισµός επαγωγής του HIF-1α να είναι απόλυτα 
κατανοητός (Σχήµα 8).  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:05:02 EET - 137.108.70.7
 30 
   
Σχήµα 8: Μηχανισµός ρύθµισης του HIF-1α. Σε συνθήκες νορµοξίας, ο HIF-1α υδροξυλιώνεται από 
τις PHDs και οδηγείται στο πρωτεόσωµα για αποικοδόµηση. Σε συνθήκες υποξίας, ή 
παρουσία δεσφερριοξαµίνης ή κοβαλτίου, ο HIF-1α σταθεροποιείται, µετακινείται στον 
πυρήνα, συµπλοκοποιείται µε τον ARNT και επάγει τη µεταγραφή των γονιδίων στόχων του. 
Αυξητικοί παράγοντες και κυτοκίνες αυξάνουν τη σύνθεση του HIF-1α µέσω του µονοπατιού 
της PI3K ή προκαλούν τροποποιήσεις στην πρωτείνη µέσω του µονοπατιού των MAP 
κινασών [65].    
 
Πολλοί αυξητικοί παράγοντες, όπως η ινσουλίνη, ο IGF-1 και IGF-2, o EGF, 
ο PDGF και κάποιες κυτοκίνες, όπως η ιντερλευκίνη-1 επάγουν τον HIF-1α σε 
συνθήκες νορµοξίας µέσω του µονοπατιού της PI3K / Akt λόγω αυξηµένης 
πρωτεϊνοσύνθεσης [94-96]. Η επαγωγή του HIF-1α από ορµόνες, όπως η 
αγγειοτενσίνη ή από τη θροµβίνη γίνεται µέσω διαφόρων µονοπατιών, όπως της 
πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC), που οδηγεί σε αυξηµένη µεταγραφή και µετάφραση ή 
το σχηµατισµό ROS και της PI3K [97-99]. Ωστόσο, όπως προαναφέρθηκε, ο ρόλος 
των ROS στην επαγωγή του HIF-1α είναι αµφιλεγόµενος [68-71]. Είναι, επίσης, 
σηµαντικό να αναφερθεί πως οι αυξητικοί παράγοντες και οι ορµόνες οδηγούν σε 
µεταγραφική ενεργοποίηση του HIF-1α µε φωσφορυλίωση µέσω του µονοπατιού των 
MAP κινασών [100]. 
ΥΠΟΞΙΑ ΝΟΡΜΟΞΙΑ 
ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΙ 
ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ 
Φωσφορυλίωση Ουβικιτινίωση 
Αποικοδόµηση  
ΠΥΡΗΝΑΣ 
Αναστο- 
λείς 
πρωτεο- 
σώµατος  
       Γονίδια στόχοι 
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 Ενεργοποίηση ορισµένων ογκογονιδίων, όπως το ras [101] και το src [102, 
103] ή απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων, όπως το PTEN και ο VHL 
έχουν εµπλακεί στην επαγωγή του HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας. Η επαγωγή του 
HIF-1α στις περιπτώσεις αυτές σχετίζεται µε την αύξηση της σύνθεσης και της 
ενεργότητάς του στην περίπτωση των ras, src και PTEN, αλλά και µε τη µείωση της 
αποικοδόµησής του στην περίπτωση του VHL [25].     
 
1.4.3 Επαγωγή του HIF-1α από το µονοξείδιο του αζώτου (NO) και το µονοξείδιο 
του άνθρακα (CO) 
 Το NO και το CO, δυο βιολογικά σηµαντικά µόρια, που ενέχονται στη 
µεταγωγή µηνυµάτων, επίσης επηρεάζουν την έκφραση του HIF-1α. O HIF-1 επάγει 
τη µεταγραφή του γονιδίου της συνθάσης του NO. Από την άλλη, το ΝΟ έχει βρεθεί 
ότι επηρεάζει τη σταθεροποίηση και την ενεργότητα του HIF-1α, αλλά η επίδραση 
αυτή δεν είναι ξεκάθαρη.  Αρχικές µελέτες είχαν δείξει ότι το ΝΟ αναστέλλει την 
σταθεροποίηση και τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α σε συνθήκες υποξίας 
[104]. Αργότερα, βρέθηκε ότι δωρητές NO ή ΝΟ που παράγεται ενδογενώς σε 
συνθήκες νορµοξίας σταθεροποιούν τον HIF-1α και ενεργοποιούν τη µεταγραφή των 
γονιδίων στόχων του HIF-1 [105-107]. Πρόσφατα, αναφέρθηκε ότι η επαγωγή του 
HIF-1α από το ΝΟ σε συνθήκες νορµοξίας γίνεται µέσω αναστολής των PHDs από το 
ΝΟ [108] και ότι το ΝΟ αναστέλλει τον HIF-1α σε συνθήκες υποξίας, επειδή 
αναστέλλεται η αναπνευστική αλυσίδα, οπότε αυξάνονται τα επίπεδα Ο2 στο 
κυτταρόπλασµα και ενεργοποιούνται οι PHDs [78]. Το ΝΟ έχει την ικανότητα να 
προσδένεται σε δισθενή σίδηρο, οπότε θα µπορούσε να αναστέλλει τη δραστικότητα 
των PHDs µέσω ανταγωνισµού για την πρόσδεση του µοριακού οξυγόνου στην 
καταλυτική θέση του ενζύµου. Ωστόσο, η υπόθεση αυτή δεν εξηγεί την αναστολή του 
HIF-1α από το ΝΟ σε συνθήκες υποξίας. Πιθανόν, η ποικιλία των αποκρίσεων να 
οφείλεται στους διαφορετικούς δωρητές ΝΟ που χρησιµοποιούνται πειραµατικά και 
την αλληλεπίδραση του NO µε άλλα σηµατοδοτικά µονοπάτια.  
 Αρχικά είχε αναφερθεί ότι το CO, σε υψηλές συγκεντρώσεις, αναστέλλει την 
επαγόµενη από την υποξία έκφραση του HIF-1α και τη µεταγραφική του ενεργότητα 
[104]. Ωστόσο, σε χαµηλές συγκεντρώσεις το CO βρέθηκε ότι επάγει την έκφραση 
του VEGF [11]. Είναι πιθανό το CΟ, ως αναστολέας του συµπλόκου ΙV της 
αναπνευστικής αλυσίδας των µιτοχονδρίων, να οδηγεί σε αύξηση των ROS και 
εποµένως σταθεροποίηση του HIF-1α. Πιθανόν, οι διαφορετικές συγκεντρώσεις του 
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CO, όπως και στην περίπτωση του NO να σχετίζονται µε διαφορετικές αποκρίσεις 
των κυττάρων.  
 
1.4.4 Επαγωγή του HIF-1α από φλαβονοειδή 
 Πριν από λίγα χρόνια αναφέρθηκε η επαγωγή του HIF-1α από το 
φλαβονοειδές κερκετίνη, αλλά ο µηχανισµός της επαγωγής από αυτήν δεν έχει 
µελετηθεί [109]. Τα φλαβονοειδή είναι φυτικές πολυφαινόλες που περιλαµβάνονται 
στη διατροφή µας. Οι κύριες πηγές τους είναι τα φρούτα, τα λαχανικά, το κόκκινο 
κρασί και το τσάι. Η πρόσληψη φλαβονοειδών έχει συσχετιστεί µε µειωµένο κίνδυνο 
εµφάνισης καρδιοπάθειας και πιθανόν καρκίνου [110]. Στα φλαβονοειδή έχουν 
αποδοθεί ποικίλα χαρακτηριστικά, όπως αντιοξειδωτικές και αντικαρκινικές 
ιδιότητες, ικανότητα συµπλοκοποίησης µετάλλων, αναστολή ενζυµικών 
αντιδράσεων, καθώς επίσης αναστολή της ανάπτυξης πολλών νεοπλασµατικών 
κυττάρων [111, 112]. Έχει, επίσης, αναφερθεί ότι σε χαµηλές συγκεντρώσεις η 
κερκετίνη είναι ειδικός αναστολέας κινασών, όπως της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC) 
και της κινάσης της 3-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης (PI3K) [113], της κινάσης της 
κασείνης ΙΙ [110, 114] και της κινάσης c-Jun N-terminal (JNK) [115]. Τέλος, η 
κερκετίνη έχει αποδειχθεί ότι αναστέλλει ειδικά την FIH-1, παρουσία περίσσειας 
σιδήρου, επηρεάζοντας τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α [116]. Παρόλα αυτά, 
δεν είναι γνωστό αν η αντιοξειδωτική ικανότητα ή η ικανότητα συµπλοκοποίησης του 
σιδήρου της κερκετίνης ευθύνεται για την επαγωγή του HIF-1α.  
 Επιπλέον, µια ακόµη ένωση της οικογένειας των πολυφαινολών, η γαλλική 
επιγαλλοκατεχίνη (epigallocatechin gallate), αναφέρθηκε πρόσφατα ότι επάγει τον 
HIF-1α µέσω συµπλοκοποίησης του σιδήρου και αναστολής των PHDs [117, 118].   
  
1.5 ΣΧΕΣΗ ΤΟΥ HIF-1α ΜΕ ΤΟΝ ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟ ΚΑΙ 
ΤΗΝ ΑΠΟΠΤΩΣΗ   
Ο ρόλος του HIF-1α στην απόκριση των κυττάρων σε µειωµένες συνθήκες 
οξυγόνου είναι η προσαρµογή των κυττάρων µέσω ποικίλων µηχανισµών. Οι 
περισσότεροι από αυτούς τους µηχανισµούς προάγουν την κυτταρική επιβίωση σε 
αντίξοες περιβαλλοντικές συνθήκες. Αν και ο ρόλος του HIF-1α έχει µελετηθεί 
εκτενώς, δεν είναι ξεκάθαρο από τη βιβλιογραφία αν ο HIF-1α συµµετέχει και µε 
ποιον τρόπο στην απόπτωση των κυττάρων. 
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1.5.1 Σχέση του HIF-1α µε την επιβίωση και πολλαπλασιασµό των κυττάρων   
 Όπως προαναφέρθηκε, η επαγωγή των γλυκολυτικών ενζύµων από τον HIF-
1α αυξάνει την αναερόβια παραγωγή γλυκόζης, προάγοντας την επιβίωση των 
κυττάρων σε µειωµένες συγκεντρώσεις οξυγόνου. Η υποξία επάγει, επίσης, µια 
ποικιλία αυξητικών παραγόντων που σχετίζονται µε τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, 
όπως ο µετασχηµατίζων αυξητικός παράγοντας (TGFβ) και ο αυξητικός παράγοντας 
των αιµοπεταλίων (PDGF) [37]. Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι η δραστικότητα της PI3K 
αυξάνεται σε ορισµένους κυτταρικούς τύπους σε συνθήκες υποξίας [119]. Η PI3K 
αυξάνει την κυτταρική επιβίωση, συµµετέχει στη ρύθµιση του πολλαπλασιασµού και 
την αναστολή της απόπτωσης. Το µονοπάτι της PI3K αναστέλλεται από το 
ογκοκατασταλτικό γονίδιο PTEN, µεταλλάξεις του οποίου προάγουν τις αποκρίσεις 
που ρυθµίζονται από τον HIF-1α [120]. Το PTEN ρυθµίζει τον πολλαπλασιασµό και 
λείπει ή είναι µεταλλαγµένο σε πολλούς καρκινικούς τύπους. Τέλος, όπως έχει ήδη 
αναφερθεί, η υποξία επάγει τον VEGF και έναν από τους υποδοχείς του, τον 
VEGFR1, προάγοντας την αγγειογένεση και εποµένως την παροχή θρεπτικών υλών 
και οξυγόνου στα κύτταρα.   
 
1.5.2 Σχέση του HIF-1α µε την απόπτωση 
Τα κύτταρα που εκθέτονται σε έντονο ή παρατεταµένο περιβαλλοντικό στρες 
υφίστανται απόπτωση. Η απόπτωση θεωρείται ότι είναι αυστηρά προγραµµατισµένος 
κυτταρικός θάνατος και ενεργοποιείται είτε µέσω σύνδεσης ειδικών σηµατοδοτικών 
µορίων σε µεµβρανικούς υποδοχείς (εξωτερική οδός) είτε µέσω των διαταραχών του 
ηλεκτροχηµικού δυναµικού των µιτοχονδρίων (εσωτερική οδός). Τα χαρακτηριστικά 
της περιλαµβάνουν αλλαγές στην κυτταρική µεµβράνη, συµπύκνωση της χρωµατίνης, 
συρρίκνωση του κυτταροπλάσµατος, σχηµατισµό αποπτωτικών σωµατιδίων και 
κατάτµηση του DNA. Η απόπτωση διακρίνεται από τη νέκρωση, γιατί είναι µια 
διαδικασία εξαρτώµενη από την ενέργεια και ρυθµίζεται από έναν αριθµό 
πρωτεολυτικών ενζύµων, που ονοµάζονται κασπάσες. Οι κασπάσες αποτελούν τα 
εκτελεστικά µόρια της απόπτωσης και βρίσκονται σε όλα τα κύτταρα σε πρόδροµη 
µορφή. Έπειτα από διάσπαση, οι κασπάσες ενεργοποιούνται και ρυθµίζουν την 
απόπτωση [121].  
Τα σηµατοδοτικά µονοπάτια που οδηγούν σε απόπτωση ρυθµίζονται θετικά ή 
αρνητικά από διάφορους παράγοντες και η ισορροπία µεταξύ αυτών των παραγόντων 
καθορίζει αν το κύτταρο θα αποπέσει ή θα επιβιώσει. Οι πρωτεΐνες που παίζουν αντι-
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αποπτωτικό ρόλο περιλαµβάνουν την Bcl-2 και την Bcl-xL, ενώ αυτές που παίζουν 
προ-αποπτωτικό ρόλο περιλαµβάνουν τις Bax, Bad, Bak και Bid. 
Ο HIF-1α µπορεί να επάγει την απόπτωση µέσω δυο µονοπατιών. Από τη µια 
πλευρά, ο HIF-1α σταθεροποιεί το προϊόν του ογκοκατασταλτικού γονιδίου p53 µέσω 
άµεσης αλληλεπίδρασης µε αυτό και εποµένως συµµετέχει στην απόπτωση που 
εξαρτάται από αυτό [122, 123]. Σε περίπτωση περιβαλλοντικού στρες ή καταστροφής 
του DNA, το p53 µπορεί να οδηγήσει σε προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο 
ρυθµίζοντας πρωτεΐνες όπως το Bax, το οποίο οδηγεί σε απελευθέρωση του 
κυτοχρώµατος c από τα µιτοχόνδρια ή να προκαλέσει σταµάτηµα του κυτταρικού 
κύκλου µέσω του p21 [121]. Έχει βρεθεί ότι ο HIF-1α αλληλεπιδρά µε τη λιγάση της 
ουβικιτίνης του p53, την mdm2, η οποία οδηγεί τον HIF-1α σε ουβικιτινίωση και 
αποικοδόµηση στο κυτταρόπλασµα µε έναν µηχανισµό που δεν εξαρτάται από τον 
VHL [39, 124]. Μάλιστα, ο Chen και οι συνεργάτες του [124] κατέληξαν στο 
συµπέρασµα ότι η αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την mdm2 είναι ισχυρότερη από 
αυτή του p53 µε την mdm2. Ωστόσο, η σχέση µεταξύ του HIF-1α, του p53 και της 
απόπτωσης πρέπει να διαλευκανθεί, γιατί οι περισσότερες µελέτες που έδειξαν 
απόπτωση µέσω του p53 σε υποξικές συνθήκες, στις περισσότερες περιπτώσεις είχαν 
εκτελεστεί σε σχεδόν ανοξικές συνθήκες. Ενώ ο HIF-1α αυξάνεται ιδιαίτερα σε ήπια 
υποξία (1-2% Ο2), το p53 δε συσσωρεύεται εκτός και αν υπάρχει έντονη υποξία ή 
ανοξία (< 0,2% Ο2) [125].   
Από την άλλη, ο HIF-1α επάγει τη µεταγραφή προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών, 
όπως η BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3) και η NIX. Η 
υπερέκφραση αυτών των πρωτεϊνών σχετίζεται µε αναστολή των αντι-αποπτωτικών 
πρωτεϊνών Bcl-2 και Bcl-xL και έναρξη της απόπτωσης [121].  
Ο HIF-1α µπορεί, επίσης, να εµποδίσει την απόπτωση που προκαλείται από 
διάφορους παράγοντες, όπως η στέρηση ορού [126, 127] και αντικαρκινικά φάρµακα, 
όπως η ταξόλη [128]. Επιπλέον, δεδοµένα δείχνουν ότι ο HIF-1α εκφράζεται συνεχώς 
σε παγκρεατικά καρκινικά κύτταρα και τα προστατεύει από απόπτωση προκαλούµενη 
από την υποξία ή στέρηση γλυκόζης [129, 130].   
Συµπερασµατικά, παρόλο που ο HIF-1α βοηθάει στην προσαρµογή των 
κυττάρων µε σκοπό την επιβίωσή τους σε συνθήκες έλλειψης οξυγόνου, µπορεί να 
συµµετέχει µε κάποιον τρόπο στην προκαλούµενη από την υποξία απόπτωση. 
Ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο, την ένταση της υποξίας και τη συνεργασία άλλων 
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παραγόντων, ο HIF-1α µπορεί να οδηγεί σε απόπτωση ή να λειτουργεί ως αντι-
αποπτωτικός παράγοντας [131] (Σχήµα 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 9: Σχέση του HIF-1 µε την απόπτωση. Ο HIF-1 ενεργοποιεί πολλά προ-αποπτωτικά γονίδια, 
κάποια από τα οποία φαίνονται στο σχήµα. Ο HIF-1 αλληλεπιδρά µε το p53 και οδηγεί σε 
απόπτωση εξαρτώµενη από το p53. Το p53 ενεργοποιεί τη µεταγραφή προ-αποπτωτικών 
πρωτεϊνών, όπως είναι η Bax, που δρα στη µεµβράνη των µιτοχονδρίων απελευθερώνοντας 
το κυτόχρωµα c (cytochrome c). Το κυτόχρωµα c αλληλεπιδρά µε τον παράγοντα που 
ενεργοποιεί τις πρωτεάσες (Apaf-1, protease activating factor-1) ενεργοποιώντας διαδοχικά 
την κασπάση 9 και την κασπάση 3 και οδηγώντας σε απόπτωση. Η προ-αποπτωτική 
πρωτεΐνη Bad, η οποία αναστέλλεται από την κινάση Akt, δρα µε παρόµοιο τρόπο στη 
µεµβράνη των µιτοχονδρίων. Ο HIF-1 επάγει, επίσης, τις προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες NIP3 
και NIX και οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο µέσω ενός µονοπατιού που δεν περιλαµβάνει τη 
δράση κασπασών. Σε διάφορους κυτταρικούς τύπους, έχει βρεθεί ότι η υποξία καταστέλλει 
την έκφραση της αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2 [37].       
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1.6 HIF-1α ΚΑΙ ΑΣΘΕΝΕΙΕΣ 
Η υποξία είναι χαρακτηριστικό σε οξείες και χρόνιες αγγειοπάθειες, 
πνευµονοπάθειες και καρκίνους, κύριες ασθένειες του δυτικού κόσµου. Η ρύθµιση 
της απόκρισης στην υποξία και της δράσης του HIF-1α αποτελούν, εποµένως, 
αντικείµενο έντονου βιοϊατρικού ενδιαφέροντος. Η υποξία και ο ρόλος του HIF-1α 
έχουν µελετηθεί εκτενώς σε περιπτώσεις καρκίνων µε σκοπό την ανεύρεση νέων 
θεραπευτικών προσεγγίσεων και αντικαρκινικών φαρµάκων.  
 
1.6.1 HIF-1α και καρκίνος  
Η υποξία είναι ένα κοινό φαινόµενο σε συµπαγείς όγκους. Υποξικές συνθήκες 
δηµιουργούνται σε περιοχές του όγκου όπου σχηµατίζονται ατελή αγγεία και δεν 
υπάρχει επαρκής ροή αίµατος και εποµένως επηρεάζουν έναν πληθυσµό των 
καρκινικών κυττάρων [37]. Αν και η παρατεταµένη υποξία είναι τοξική τόσο για τα 
φυσιολογικά όσο και τα καρκινικά κύτταρα, κάποια καρκινικά κύτταρα υφίστανται 
γενετικές αλλαγές που τα βοηθούν να επιβιώνουν και να πολλαπλασιάζονται σε 
συνθήκες υποξίας, αποφεύγοντας τη νέκρωση ή την απόπτωση. Η προσαρµογή των 
καρκινικών κυττάρων στην υποξία περιλαµβάνει αυξηµένη σύνθεση αγγειογενετικών 
παραγόντων µε σκοπό την επαρκή µεταφορά οξυγόνου, προαγωγή του αναερόβιου 
µεταβολισµού µε σκοπό την παραγωγή ενέργειας και ρύθµιση των αντι-αποπτωτικών 
και προ-αποπτωτικών παραγόντων ώστε να επιβιώσουν στις αντίξοες συνθήκες [132]. 
Παρατηρείται, επίσης, αυξηµένη γενετική αστάθεια και δράση της τελοµεράσης. Οι 
παραπάνω διαδικασίες οδηγούν σε κακοήθη φαινότυπο και επιθετική καρκινική 
συµπεριφορά, καθώς επίσης σε αντίσταση των κυττάρων στη χηµειοθεραπεία ή την 
ακτινοβολία. Ποικίλες µελέτες έδειξαν ότι οι χαµηλές συγκεντρώσεις  οξυγόνου στο 
εσωτερικό των όγκων σχετίζονται µε αυξηµένη µετάσταση και κακή διάγνωση σε 
ασθενείς µε διάφορους τύπους καρκίνου [37].  
Η προσαρµογή των καρκινικών κυττάρων στην υποξία θεωρείται ότι γίνεται 
µε τη συµµετοχή του HIF-1α, ο οποίος αυξάνει την αγγειογένεση και το ρυθµό 
πολλαπλασιασµού των καρκινικών κυττάρων. Με ανοσοϊστοχηµικές µελέτες βρέθηκε 
ότι ο HIF-1α υπερεκφράζεται σε µια ποικιλία καρκινικών κυττάρων (καρκίνο του 
δέρµατος, του προστάτη, του παχέος εντέρου, των ωοθηκών, των νεφρών) ως 
αποτέλεσµα της χαµηλής συγκέντρωσης οξυγόνου στο εσωτερικό των όγκων και των 
γενετικών αλλαγών των κυττάρων αυτών, οι οποίες συχνά χαρακτηρίζονται από 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:05:02 EET - 137.108.70.7
 37 
ενεργοποίηση ογκογονιδίων ή απενεργοποίηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων, που 
προάγουν την επαγωγή του HIF-1α [133]. Πράγµατι, µε µελέτες ανοσοφθορισµού 
βρέθηκαν αυξηµένα επίπεδα του HIF-1α στο κυτταρόπλασµα και τον πυρήνα πολλών 
καρκινικών κυττάρων [134].  
Η υπερέκφραση του HIF-1α σχετίζεται µε αυξηµένη επιθετική συµπεριφορά 
και θνησιµότητα σε πρώιµα στάδια καρκίνου του τραχήλου της µήτρας και σε 
ορισµένους τύπους καρκίνου του στήθους. Σε καρκίνωµα των πλακωδών κυττάρων 
του στοµατοφάρυγγα, οι ασθενείς µε υπερέκφραση του HIF-1α έχουν υψηλό κίνδυνο 
αποτυχίας της θεραπείας µε ακτινοβολία. Κάτι αντίστοιχο συµβαίνει στην περίπτωση 
ασθενών µε καρκίνο του οισοφάγου και ολιγοδενδρογλοίωµα. Ωστόσο, υπάρχουν και 
περιπτώσεις όπου η υπερέκφραση του HIF-1α δε σχετίζεται µε κακή πρόγνωση. Στην 
περίπτωση του καρκίνου των ωοθηκών, η υπερέκφραση του HIF-1α σχετίζεται µε 
απόπτωση σε καρκινικά κύτταρα που εκφράζουν το αγρίου τύπου p53, ενώ δεν ισχύει 
το ίδιο σε κύτταρα που εκφράζουν το µεταλλαγµένο p53. Κάτι ανάλογα ισχύει και 
στην περίπτωση ενός τύπου καρκίνου των πνευµόνων, όπου τα κύτταρα αποπίπτουν 
και οι ασθενείς επιβιώνουν. Τα αποτελέσµατα αυτά έρχονται σε συµφωνία µε την 
προ-αποπτωτική δράση που βρέθηκε να εµφανίζει ο HIF-1α σε εµβρυονικά βλαστικά 
κύτταρα (ES) που υπόκεινται σε υποξία ή στέρηση γλυκόζης [132].   
Από τα παραπάνω γίνεται σαφές ότι η αντίσταση ορισµένων τύπων 
καρκινικών κυττάρων στη χηµειοθεραπεία ή την ακτινοβολία θα µπορούσε να 
οφείλεται µερικώς στον HIF-1α. Εντούτοις, ο ακριβής ρόλος του εξαρτάται από τον 
καρκινικό τύπο και τη συνεργασία του µε άλλους παράγοντες, όπως το p53 ή το Bcl2, 
που µπορεί να οδηγήσουν µια οµάδα ασθενών σε γρήγορη εξέλιξη του καρκίνου και 
µειωµένη πιθανότητα επιβίωσης.  
 
1.6.2 Θεραπευτικές προσεγγίσεις στον καρκίνο  
 Τα δεδοµένα για το ρόλο του HIF-1α στην εξέλιξη του καρκίνου οδηγούν σε 
ποικίλες θεραπευτικές προσεγγίσεις. Η ενεργοποίηση του HIF-1α έχει αναφερθεί σε  
πολλούς καρκινικούς τύπους κάνοντας το σύστηµα του HIF-1α έναν ενδιαφέροντα 
στόχο για τη θεραπεία του καρκίνου. Εκτός από τους παράγοντες που αναστέλλουν 
την αγγειόγενεση και χρησιµοποιούνται ως αντικαρκινικά φάρµακα, πολλές γενετικές 
προσεγγίσεις και νέοι θεραπευτικοί παράγοντες που στοχεύουν στην αναστολή 
σηµατοδοτικών µονοπατιών και πιθανόν αναστολή του HIF-1α δοκιµάζονται κλινικά.  
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Μια προσέγγιση για να επιτευχθεί αναστολή της απόκρισης στην υποξία των 
καρκινικών κυττάρων είναι η στόχευση της αλληλεπίδρασης του HIF-1α µε το CBP. 
Η υπερέκφραση πεπτιδίων που κωδικοποιούν για την περιοχή C-TAD του HIF-1α 
στην οποία προσδένεται ο CBP ανέστειλε τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 και 
την ανάπτυξη όγκων [135].    
 Οι γενετικές προσεγγίσεις έδειξαν ότι η χρήση αντινοηµατικού HIF-1α ή 
µορίων που αποτελούν επικρατείς αρνητικές ισοµορφές του mRNA του HIF-1α 
αναστέλλουν την επαγωγή του HIF-1α και της αγγειογένεσης σε διάφορους τύπους 
καρκίνου [136]. Επιπλέον, ο IPAS (Inhibitory PAS domain protein), που είναι προϊόν 
εναλλακτικού µατίσµατος του HIF-3α, λειτουργεί ως αρνητικός ρυθµιστής του HIF-
1α και -2α [20].       
Πολλές προσεγγίσεις δοκιµάζονται που στοχεύουν στη χηµική ρύθµιση των 
µονοπατιών που ενεργοποιούν τον HIF-1α. Για παράδειγµα, ο αναστολέας της Hsp90, 
γκελνταναµυκίνη (GA) οδηγεί σε αποικοδόµηση του HIF-1α σε καρκινικά κύτταρα 
προστάτη [137]. Η Hsp90 αλληλεπιδρά µε τον HIF-1α και αναστολή αυτής της 
αλληλεπίδρασης οδηγεί τον HIF-1α σε αποικοδόµηση µε έναν µηχανισµό που δεν 
εξαρτάται από τον VHL [138]. Ένας άλλος αναστολέας της Hsp90, η ραδισικόλη έχει 
µεγαλύτερη επίδραση στην ενεργότητα του HIF-1α από τη σταθερότητα της ίδιας της 
πρωτεΐνης [139]. Επιπλέον, φαρµακολογικοί παράγοντες που αναστέλλουν τα 
ογκογονίδια ras και src, τα οποία ενεργοποιούν τον HIF-1α, θα µπορούσαν να έχουν 
αντικαρκινική δράση αναστέλλοντας τον HIF-1. Αντίστοιχα, υπερέκφραση των 
ογκοκατασταλτικών γονιδίων VHL, PTEN, p53 θα µπορούσε να έχει αντικαρκινική 
δράση [136].  
Η αναζήτηση µικρών µορίων που αποτελούν αναστολείς του HIF-1α και της 
αγγειογένεσης είναι σε εξέλιξη. Τα πρώτα δεδοµένα δείχνουν ότι αναστολείς του 
πολυµερισµού των µικροσωληνίσκων [140] ή της τοποϊσοµεράσης Ι, όπως η 
καµπτοτεκίνη (Camptothecin) και η τοποτεκάνη (Topotecan, TPT) εµποδίζουν την 
έκφραση και τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α µέσω ενός αδιευκρίνιστου 
µέχρι στιγµής µηχανισµού [141]. Οι αναστολείς αυτοί σχετίζονται µε σταµάτηµα του 
κυτταρικού κύκλου και θάνατο των καρκινικών κυττάρων. Πρόσφατα, αναφέρθηκε 
ότι το YC-1 [3-(50-hydroxymethyl-20-furyl)-1-benzyl indazole] αναστέλλει την 
έκφραση του HIF-1α και των γονιδίων στόχων του και εµποδίζει την αγγειογένεση 
και ανάπτυξη 5 τύπων καρκινικών κυττάρων [142].  
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Η ανακάλυψη των PHDs και της FIH αποκάλυψε νέους πιθανούς 
θεραπευτικούς στόχους. Ο HIF-1α υπερεκφράζεται σε µια ποικιλία καρκινικών 
κυττάρων, οπότε η αύξηση της αποικοδόµησής του µε ενεργοποίηση των PHDs θα 
µπορούσε να οδηγήσει σε αναστολή της ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων. Μέχρι 
στιγµής έχει αναφερθεί µόνο µια ουσία που προκαλεί ενεργοποίηση των PHDs, η 
κυκλοσπορίνη Α (CsA) [143]. Από την άλλη, η προσθήκη ουσιών που αποτελούν 
συµπαράγοντες των PHDs, όπως είναι το ασκορβικό οξύ και ο σίδηρος αναστέλλουν 
την επαγωγή των γονιδίων στόχων του HIF-1α [91]. 
 Τα παραπάνω οδηγούν στο συµπέρασµα ότι η νέα τάξη αντικαρκινικών 
παραγόντων που στοχεύουν στον HIF-1α µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε 
περιπτώσεις καρκίνων όπου ο HIF-1α υπερεκφράζεται και να βοηθήσουν στη 
θεραπεία πολλών καρκίνων.    
 
1.6.3 HIF-1α και αγγειοπάθειες   
Η υποξία αποτελεί χαρακτηριστικό της µυοκαρδιακής θρόµβωσης και της 
ισχαιµίας, επάγοντας µια ποικιλία κυτταρικών αποκρίσεων, οι οποίες περιλαµβάνουν 
ρύθµιση της έκφρασης συγκεκριµένων γονιδίων και µετα-µεταφραστικές 
τροποποιήσεις πρωτεϊνών. Ο HIF-1 είναι ο κύριος ρυθµιστής της απόκρισης έπειτα 
από ισχαιµία [144]. Προφανώς, η επαγωγή του HIF-1α προάγει την αγγειογένεση 
µέσω επαγωγής του VEGF και βοηθάει στην προσαρµογή του µυοκαρδίου στην 
ισχαιµία. Έχει αναφερθεί αύξηση της συγκέντρωσης του mRNA του HIF-1α µέχρι 
120 ώρες µετά το  θροµβωτικό επεισόδιο και 48 ώρες µετά την ισχαιµία [145], ενώ 
πρόσφατα αναφέρθηκε έκφραση του HIF-1α πολύ αργότερα από το θροµβωτικό 
επεισόδιο [146]. Ο ρόλος του HIF-1α στην ισχαιµία οδηγεί σε πιθανές θεραπευτικές 
προσεγγίσεις, που περιλαµβάνουν αύξηση της µεταγραφικής ενεργότητάς του µε 
σκοπό την επαγωγή των γονιδίων στόχων (π.χ του VEGF) [147].   
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ  
  
 Όπως προκύπτει από όσα αναφέρθηκαν στην Εισαγωγή, ο µηχανισµός της 
επαγωγής του HIF-1α από ορισµένους επαγωγείς δεν είναι πλήρως κατανοητός. Ο 
σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν να διερευνηθεί η ρύθµιση της επαγωγής του 
µεταγραφικού παράγοντα HIF-1α από διάφορα είδη υποξικού στρες και να 
συσχετιστεί η έκφραση του HIF-1α µε την επιβίωση και πολλαπλασιασµό σε 
καθιερωµένες κυτταρικές σειρές. Πιο αναλυτικά, οι στόχοι ήταν: 
 
1) Η σύγκριση της ρύθµισης της έκφρασης του HIF-1α από την υποξία και 
επιλεγµένους «µιµητές της υποξίας» και βιολογικούς παράγοντες και συγκεκριµένα: 
α) ο προσδιορισµός του µηχανισµού επαγωγής του HIF-1α από το χλωριούχο 
κοβάλτιο και το φλαβονοειδές κερκετίνη, η δράση των οποίων είναι 
αδιευκρίνιστη και η σύγκριση µε την επαγωγή του HIF-1α από την υποξία και τη 
δεσφερριοξαµίνη, η δράση των οποίων είναι γνωστή 
β) η µελέτη της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 µε την έκφραση των 
γονιδίων αναφοράς κάτω από τις παραπάνω συνθήκες υποξικού στρες  
 
2) Η διερεύνηση της επίδρασης της υποξίας και των προαναφερθέντων επιλεγµένων 
«µιµητών της υποξίας» και βιολογικών παραγόντων στην κυτταρική επιβίωση, 
πολλαπλασιασµό και απόπτωση 
 
3) Ο προσδιορισµός της επίδρασης του σιδήρου στην έκφραση του HIF-1α και στην 
επιβίωση και πολλαπλασιασµό των κυττάρων κάτω από τις προαναφερθείσες 
συνθήκες υποξικού στρες  
 
4) Ο συσχετισµός της έκφρασης του HIF-1α και της επιβίωσης και 
πολλαπλασιασµού των κυττάρων που καλλιεργούνται απουσία ή παρουσία σιδήρου, 
σε συνθήκες υποξίας ή παρουσία δεσφερριοξαµίνης, κοβαλτίου ή κερκετίνης. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  
 
2.1 ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ  
2.1.1 Κυτταρικές σειρές και συνθήκες κυτταροκαλλιεργειών 
Οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιούνται στην παρούσα εργασία είναι: 
HeLa και HepG2, τα οποία προέρχονται από την ATCC (American Type Culture 
Collection).  
Τα HeLa είναι επιθηλιακά κύτταρα ανθρώπινου τραχηλικού καρκινώµατος. 
Τα HeLa διατηρούνται σε θρεπτικό υλικό Dulbecco’s modified Eagle medium 
(DMEM, High Glucose, 1mM sodium pyruvate) (Gibco BRL), στο οποίο προστίθεται 
2mM L-γλουταµίνη (L-glutamine) (Biochrom KG Seromed), 10% fetal bovine serum 
(FBS) (Biochrom KG Seromed) και µίγµα αντιβιοτικών (antibiotic-antimycotic 
solution) (Gibco BRL). Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε αποστειρωµένες φλάσκες ή 
αποστειρωµένα πιάτα (Greiner) σε έναν επωαστήρα (Forma Scientific Inc) σε 
θερµοκρασία 37oC και ατµοσφαιρικό αέρα - 5% CO2. Τα κύτταρα HeLa 
διπλασιάζονται περίπου κάθε 18 ώρες, οπότε σε ένα πιάτο 10cm2 τοποθετούνται 
3x106 κύτταρα και αφήνονται για 2-3 µέρες ώσπου να καλύψουν τον πάτο του πιάτου 
και έπειτα µοιράζονται σε νέα πιάτα. Προκειµένου τα κύτταρα να αποκολληθούν από 
την επιφάνεια του πιάτου καλλιέργειας, αποµακρύνεται το θρεπτικό υλικό, γίνεται 
πλύση των κυττάρων µε 1x PBS χωρίς Ca2+, Mg2+ (Biochrom KG Seromed) και 
προστίθεται διάλυµα τρυψίνης (Trypsin 0,25%, 1mM EDTA) (Gibco BRL) ώστε να 
καλύψει τον πάτο του πιάτου. Το πιάτο αφήνεται για λίγα λεπτά σε θερµοκρασία 
δωµατίου ή στους 37oC, προστίθεται θρεπτικό υλικό, ώστε να σταµατήσει η δράση 
της τρυψίνης και τα κύτταρα µοιράζονται σε νέα πιάτα. Τα κύτταρα δεν πρέπει να 
υπόκεινται σε πολλά περάσµατα µε τρυψίνη, γι΄ αυτό και µετά από 10 περάσµατα θα 
πρέπει να καταψύχονται αν πρόκειται να χρησιµοποιηθούν για πείραµα . 
Τα HepG2 είναι επιθηλιακά κύτταρα ηπατοκαρκινώµατος. Τα HepG2 
διατηρούνται στο ίδιο θρεπτικό υλικό µε τα HeLa και καλλιεργούνται στις ίδιες 
συνθήκες. Επειδή τα κύτταρα HepG2 διπλασιάζονται περίπου κάθε 24 ώρες σε ένα 
πιάτο 10cm2 τοποθετούνται 3x106 κύτταρα και αφήνονται για 3-4 µέρες ώσπου να 
καλύψουν τον πάτο του πιάτου και έπειτα µοιράζονται σε νέα πιάτα [148, 149]. 
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2.1.2 Κατάψυξη και απόψυξη κυττάρων  
Σε περίπτωση που χρειάζεται κύτταρα να διατηρηθούν για µεγάλο χρονικό 
διάστηµα πριν να χρησιµοποιηθούν, αυτά καταψύχονται είτε στους -80οC είτε σε 
υγρό άζωτο. Τα κύτταρα αποκολλώνται από την επιφάνεια του πιάτου καλλιέργειας 
µε τη χρήση διαλύµατος τρυψίνης (όπως περιγράφηκε παραπάνω) και συλλέγονται µε 
θρεπτικό υλικό σε σωληνάριο. Ακολουθεί µια φυγοκέντρηση των κυττάρων στα 
20xg, για 10 λεπτά και το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρείται σε θρεπτικό υλικό µε 
10% διµεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO). Τα κύτταρα µοιράζονται σε ειδικά φιαλίδια και 
τοποθετούνται στους  -80οC για 24 ώρες και µετά σε υγρό άζωτο.  
Ενώ η επιβίωση µεγαλύτερου ποσοστού κυττάρων επιτυγχάνεται µε τη 
σταδιακή κατάψυξη, η απόψυξη των κυττάρων είναι µια γρήγορη διαδικασία. Το 
φιαλίδιο µε τα κύτταρα από το υγρό άζωτο τοποθετείται σε υδατόλουτρο των 37οC, 
ώσπου να ρευστοποιηθεί το περιεχόµενο. Ακολουθεί µια φυγοκέντρηση στα 20xg, 
για 10 λεπτά και το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρείται σε θρεπτικό υλικό και 
προστίθεται σε πιάτο καλλιέργειας. Μόλις τα κύτταρα προσκολληθούν στην 
επιφάνεια του πιάτου, αλλάζουµε το θρεπτικό υλικό, ώστε να µην υπάρχουν 
υπολείµµατα του διµεθυλοσουλφοξειδίου [149].  
 
2.2 ΧΗΜΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ - ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ   
Όλες οι χηµικές ενώσεις που χρησιµοποιούνται είναι από τη Sigma 
Chemicals, εκτός από τα θρεπτικά υλικά για τις βακτηριακές καλλιέργειες, που είναι 
από την Applichem.  
Το χλωριούχο κοβάλτιο (CoCl2), η δεσφερριοξαµίνη (DFO) και η κερκετίνη 
(Quercetin) είναι από Sigma Chemicals. Το χλωριούχο κοβάλτιο διαλύεται σε νερό 
και χρησιµοποιείται σε τελική συγκέντρωση 150µM, η δεσφερριοξαµίνη διαλύεται σε 
νερό και χρησιµοποιείται σε τελική συγκέντρωση 150µM και η κερκετίνη διαλύεται 
σε DMSO και χρησιµοποιείται σε τελική συγκέντρωση 100µM σε όλα τα πειράµατα, 
εκτός από όπου αναφέρεται κάτι διαφορετικό.   
Οι υποξικές συνθήκες δηµιουργούνται διατηρώντας τα κύτταρα σε ένα 
κλειστό πλαστικό θάλαµο (Billups-Rothenberg) στο οποίο διοχετεύεται αέριο µίγµα 
94% N2, 5% CO2 και η µερική πίεση οξυγόνου µετράται µε ένα οξυγονόµετρο 
(Greisinger). Όλα τα πειράµατα έγιναν σε 1% O2, εκτός αν αναφέρεται κάτι 
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διαφορετικό. Ως νορµοξία θεωρείται συγκέντρωση Ο2 ίση µε 20,9%, συγκέντρωση 
οξυγόνου στον ατµοσφαιρικό αέρα. 
Ο κιτρικός σίδηρος (Ferric Citrate, FC) είναι από Sigma Chemicals, διαλύεται 
σε νερό και χρησιµοποιείται σε τελική συγκέντρωση 0.5mM, 1 ώρα πριν την 
προσθήκη των επαγωγέων στα κύτταρα, εκτός από όπου αναφέρεται κάτι 
διαφορετικό. 
Η ακτινοµυκίνη D (actinomycin D), το κυκλοεξιµίδιο (cycloheximide), το Ν-
ακετυλο-L-κυστείνη (NAC) και η γλουταθειόνη (glutathione) είναι από Sigma 
Chemicals. Το Trolox είναι από Fluka.  
Η ακτινοµυκίνη D αναστέλλει τη µεταγραφή καθώς προσδένεται στο DNA 
και εµποδίζει την κίνηση της RNA πολυµεράσης. ∆ιαλύεται σε DMSO (1mg/ml) και 
χρησιµοποιείται σε τελική συγκέντρωση 0.5 µg/ml, 15 λεπτά πριν την προσθήκη των 
επαγωγέων στα κύτταρα.   
Το κυκλοεξιµίδιο αναστέλλει την πρωτεϊνοσύνθεση στα ευκαρυωτικά 
κύτταρα. ∆ιαλύεται σε DMSO (100mg/ml) και χρησιµοποιείται σε τελική 
συγκέντρωση 10 µg/ml, για διάφορους χρόνους µετά την επώαση των κυττάρων µε 
τους διάφορους επαγωγείς.   
Το NAC είναι πρόδροµη ένωση της γλουταθειόνης και λειτουργεί ως 
αντιοξειδωτικό, απενεργοποιώντας τις ενεργές µορφές οξυγόνου (ROS). ∆ιαλύεται σε 
νερό (0,61 M) και χρησιµοποιείται σε τελική συγκέντρωση 5mM, 2 ώρες πριν την 
προσθήκη των επαγωγέων στα κύτταρα. 
Η γλουταθειόνη διαλύεται σε νερό (100 mΜ) και χρησιµοποιείται σε τελική 
συγκέντρωση 20mM 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων στα κύτταρα. 
Το Trolox είναι υδατοδιαλυτό παράγωγο της βιταµίνης Ε µε αντιοξειδωτικές 
ιδιότητες, το οποίο διαλύεται σε απόλυτη αιθανόλη (100mM) και χρησιµοποιείται σε 
τελική συγκέντρωση 100µM ή 1mM ταυτόχρονα µε τους επαγωγείς. 
Οι αναστολείς της κινάσης της 3-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης, LY294002 και της 
κινάσης ΜΕΚ, PD98059 είναι από Cell Signaling. Και οι δυο αναστολείς διαλύονται 
σε DMSO (10mM) και χρησιµοποιούνται σε τελική συγκέντρωση 50µΜ, 15 λεπτά 
πριν την προσθήκη των επαγωγέων στα κύτταρα. 
Το αντίσωµα έναντι του HIF-1α είναι µονοκλωνικό αντίσωµα ποντικού, που  
αναγνωρίζει τα αµινοξέα 610-727 του HIF-1α (BD Transduction Laboratories) και 
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χρησιµοποιείται σε αραίωση 1:500 στην ανοσοαποτύπωση. Το αντίσωµα έναντι του 
ARNT είναι µονοκλωνικό αντίσωµα ποντικού (BD Transduction Laboratories) και 
χρησιµοποιείται σε αραίωση 1:500. Το αντίσωµα έναντι της ακτίνης είναι 
πολυκλωνικό αντίσωµα ποντικού (Serotec) και χρησιµοποιείται σε αραίωση 1:500. 
Το δεύτερο αντίσωµα συζευγµένο µε ραφανιδική υπεροξειδάση έναντι των IgG 
ποντικού (Biorad) χρησιµοποιείται σε αραίωση 1:3000. Το δεύτερο αντίσωµα 
συζευγµένο µε FITC έναντι των IgG ποντικού (Biorad) χρησιµοποιείται σε αραίωση 
1:50.     
   
2.3 ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΚΑΤΑ WESΤERN  
2.3.1 Λύση κυττάρων 
Υλικά 
1x PBS 
∆ιάλυµα λύσης  
 
Για την αποµόνωση ολικών πρωτεϊνών από τα κύτταρα ακολουθείται η εξής 
διαδικασία: 
Αρχικά, γίνεται πλύση των καλλιεργηµένων κυττάρων µε κρύο διάλυµα 
1xPBS (138mM NaCl, 2,67mM KCl, 8,1mΜ Na2HPO4x2H2O, 1,47mM KH2PO4) και 
έπειτα προστίθεται διάλυµα λύσης (20mM Tris-Cl pH 7,5, 50mM NaCl, 10% 
γλυκερόλη, 1% Triton Χ-100, 0,5% µερκαπτοαιθανόλη, 6 mM MgCl2, 100µg/ml 
PMSF και 1mM Na3VO4). Οι αναστολείς PMSF (αναστολέας πρωτεασών) και 
Na3VO4 (αναστολέας φωσφατασών) προστίθενται πριν τη χρήση στο διάλυµα λύσης. 
Το διάλυµα του PMSF γίνεται διαλύοντας 174mg PMSF σε 10ml αιθανόλη (τελική 
συγκέντρωση 100Mm). Το διάλυµα του ορθοβαναδικού νατρίου (Na3VO4) 
ετοιµάζεται σε συγκέντρωση 200mM σε νερό και το pH ρυθµίζεται στο 10. 
Ακολουθεί βρασµός για 10 λεπτά περίπου και παραµονή σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Το pH ξαναρυθµίζεται στο 10 και τα διάλυµα χωρίζεται και αποθηκεύεται στους –20ο 
C. Τα κύτταρα αποκολλώνται από τον πάτο της φλάσκας µε τη βοήθεια σπάτουλας. 
Το κυτταρικό εκχύλισµα διατηρείται για 10 λεπτά στον πάγο και ακολουθεί 
φυγοκέντρηση για 15 λεπτά, στα 10000xg και σε θερµοκρασία  40C. Από το 
υπερκείµενο χρησιµοποιούνται 10µl για προσδιορισµό της συγκέντρωσης πρωτεϊνών 
µε τη µέθοδο Bradford και στο υπόλοιπο προστίθεται διάλυµα φόρτωσης και τα 
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δείγµατα θερµαίνονται στους 950C για 3 λεπτά. Τα δείγµατα διατηρούνται για 
ηλεκτροφόρηση στους -20οC [150]. 
 
2.3.2 Προσδιορισµός συγκέντρωσης πρωτεϊνών 
Μέθοδος Bradford 
 Η µέθοδος Bradford στηρίζεται στη χρωµατική αλλαγή που προκαλεί η 
πρόσδεση µιας χρωστικής, του Coomassie brilliant blue G-250, σε µια άγνωστη 
πρωτείνη και στην ποσοτικοποίηση αυτού του συµπλόκου µε τη βοήθεια 
διαφορετικών συγκεντρώσεων µιας πρωτείνης αναφοράς. Η πρωτείνη αναφοράς που 
χρησιµοποιείται συνήθως για την κατασκευή της πρότυπης καµπύλης είναι η 
αλβουµίνη ορού βοδιού (BSA) [151]. 
 
Υλικά 
∆ιάλυµα πρωτείνης αναφοράς (1mg/ml BSA)   
∆ιάλυµα Biorad Protein Assay Dye Reagent 
 
Σε ένα σωληνάκι τύπου eppendorf µε 790µl Η2Ο προστίθενται 10µl από το 
δείγµα της άγνωστης πρωτείνης, της οποίας τη συγκέντρωση θέλουµε να 
προσδιορίσουµε. Σ’ αυτό προστίθενται 200µl διαλύµατος Biorad Protein Assay Dye 
Reagent, το δείγµα παραµένει για 2 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και µετράται η 
απορρόφηση στα 595nm. Με τη βοήθεια της πρότυπης καµπύλης προσδιορίζεται η 
συγκέντρωση της άγνωστης πρωτείνης. 
 
2.3.3 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου (SDS-PAGE) 
Υλικά 
5x διάλυµα ηλεκτροφόρησης  
5x διάλυµα διαχωρισµού 
5x διάλυµα επιστοίβαξης  
4x διάλυµα φόρτωσης  
 
Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου µπορεί να είναι είτε συνεχής 
είτε ασυνεχής. Στη συνεχή ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιείται το ίδιο ρυθµιστικό 
διάλυµα για την πηκτή και για το δοχείο των ηλεκτροδίων. Στην ασυνεχή 
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χρησιµοποιούνται δύο διαφορετικές πηκτές, η πηκτή επιστοίβαξης µε την οποία 
επιτυγχάνεται η συµπύκνωση των πρωτεϊνών του δείγµατος σε µια πολύ λεπτή 
στοιβάδα, και η πηκτή διαχωρισµού που είναι υπεύθυνη για το διαχωρισµό των 
πρωτεϊνών σε λεπτές ζώνες κατά την κίνηση τους µέσα σ’ αυτή. 
Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών σε αποδιατακτικές συνθήκες πετυχαίνεται 
µε θέρµανση των πρωτεϊνικών δειγµάτων παρουσία παραγόντων, όπως το ανιονικό 
απορρυπαντικό δωδεκακυλοθειϊκό νάτριο (SDS) και η διθειοθρεϊτόλη (DTT). Το 
SDS  αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες καθώς δεσµεύεται σε αυτές και καταστρέφει όλες 
τις µη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις της φυσικής πρωτείνης. Τα αποδιαταγµένα, 
πλέον, πολυπεπτίδια δεσµεύουν SDS και φορτίζονται αρνητικά. Το ποσό του 
συνδεόµενου SDS είναι ανάλογο µε το µοριακό βάρος του πολυπεπτιδίου (1 µόριο 
SDS ανά 2 αµινοξέα) και ανεξάρτητο από την αλληλουχία των αµινοξέων.  
Ο διαχωρισµός των αποδιαταγµένων πολυπεπτιδίων ενός δείγµατος 
πραγµατοποιείται καθώς τα πολυπεπτίδια, ως φορτισµένα µόρια, κινούνται διαµέσου 
των πόρων µιας πηκτής  υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Η κινητικότητα των 
πολυπεπτιδίων είναι συνάρτηση του µοριακού τους βάρους και η ταχύτητά τους (V) 
σε ένα ηλεκτρικό πεδίο εκφράζεται από τον τύπο: 
V = E * z / f 
όπου ο παράγοντας της εξίσωσης f εκφράζει το συντελεστή τριβής, z το φορτίο της 
πρωτείνης και Ε την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου. 
 Οι πηκτές πολυακρυλαµιδίου δηµιουργούνται µε πολυµερισµό του  
ακρυλαµιδίου σε πολυακρυλαµίδιο και σύνδεση των αλυσίδων αυτού µε το Ν,Ν 
µεθυλενοδισακρυλαµίδιο ή bis-ακρυλαµίδιο. Η αντίδραση πολυµερισµού αρχίζει µε 
την προσθήκη του υπερθειϊκού αµµωνίου (APS) και ολοκληρώνεται µε την προσθήκη 
της τετραµεθυλοαιθυλενοδιαµίνης (TEMED). Το µέγεθος των πόρων που 
δηµιουργούνται στην πηκτή εξαρτώνται από το βαθµό πολυµερισµού και τη 
συγκέντρωση των µονοµερών στο διάλυµα [152, 153]. 
 Στην παρούσα εργασία, η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε συσκευή minigel της 
Hoefer, σε συνεχές ρεύµα 40mA για 1,5 ώρα περίπου ή σε συσκευή της Biorad, σε 
150Volts για 1 ώρα περίπου. Η συσκευή ηλεκτροφόρησης γεµίζει µε διάλυµα 
ηλεκτροφόρησης (50 mM Tris, 0,38 M γλυκίνη, 2mM EDTA, 0,1% SDS pH 8.9). Το 
σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε για το διαχωρισµό των πρωτεϊνών των δειγµάτων 
αποτελείται από την πηκτή επιστοίβαξης (4,5% ακρυλαµίδιο, 0,1% SDS, 0,125 Μ 
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Tris-Cl pH 6,8, 2mM EDTA, για τον πολυµερισµό προστίθενται: 0,08% APS και 
0,04% TEMED) που είναι περίπου 1-2 cm και την πηκτή  διαχωρισµού (8% 
ακρυλαµίδιο, 0,1% SDS, 0,375 Μ Tris-Cl pH 8,8, 2mM EDTA, για τον πολυµερισµό 
προστίθενται: 0,04% APS και 0,04% TEMED) που είναι περίπου 7 cm. Η πηκτή έχει 
πάχος 1mm. Τα προς ανάλυση δείγµατα αναµειγνύονται µε 4x διαλύµατος φόρτωσης 
(250mM Tris-HCl pH 6,8, 9,2% SDS, 40% γλυκερόλη, 0,2% (w/v) µπλέ της 
βρωµοφαινόλης και 100mM DTT το οποίο προστίθεται πριν τη χρήση) (3 όγκοι 
δείγµατος και 1 όγκος διαλύµατος φόρτωσης) και ακολουθεί θέρµανσή τους για 5 
λεπτά στους 950C, ώστε να επιτευχθεί η αποδιάταξη των πρωτεϊνών. Σε κάθε 
πηγαδάκι φορτώνονται 40µg πρωτεΐνης και η επιβεβαίωση του µοριακού βάρους της 
πρωτείνης γίνεται µε τη φόρτωση µάρτυρα µε πρωτείνες γνωστών µοριακών βαρών 
(New England Biolabs).  
 
2.3.4 Χρώση της πηκτής µε Coomassie Brilliant Blue 
Υλικά 
∆ιάλυµα Χρώσης 
∆ιάλυµα Αποχρωµατισµού 
 Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή αποµακρύνεται και 
εµβαπτίζεται σε διάλυµα χρώσης για 1ώρα µε ανακίνηση. Το διάλυµα χρώσης 
αποτελείται από ίσες ποσότητες από 0,5% Coomassie Brilliant Blue R250 (CBB) σε  
100% αιθανόλη και 20% οξικού οξέος. Ο αποχρωµατισµός της πηκτής µε τις 
µονιµοποιηµένες πρωτείνες γίνεται µε αποµάκρυνση του διαλύµατος χρώσης και 
προσθήκη του διαλύµατος αποχρωµατισµού (30 % αιθανόλη, 10 % οξικό οξύ) [154]. 
 
2.3.5 Μεταφορά πρωτεϊνών σε µεµβράνη 
Η µεταφορά των πρωτεϊνών από µια πηκτή ηλεκτροφόρησης σε µεµβράνη 
µπορεί να γίνει σε υγρή φάση (Wet transfer) ή σε ηµι-στεγνή φάση (Semi-dry 
transfer). 
Υλικά   
Πηκτή πολυακρυλαµιδίου στην οποία έχουν αναλυθεί προηγουµένως τα δείγµατα 
πρωτεϊνών 
∆ιάλυµα µεταφοράς (transfer buffer) 
∆ιηθητικά χαρτιά Whatman 3MM 
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Μεµβράνη µεταφοράς, η οποία µπορεί να είναι η νιτροκυτταρίνη ή νάυλον ή 
µεµβράνη τύπου PVDF 
Συσκευή µεταφοράς 
 
α. Μεταφορά υγρής φάσης (Wet Transfer) 
 Σ΄ αυτή τη διαδικασία, η µεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται σε µια συσκευή 
γεµάτη µε διάλυµα  µεταφοράς, σε κάθετη θέση, µεταξύ δυο ηλεκτροδίων. 
 Η µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη ακολουθεί την ηλεκτροφόρηση των 
πρωτεϊνών (SDS-PAGE). Όταν η ηλεκτροφόρηση έχει ολοκληρωθεί, αποµακρύνεται 
η πηκτή επιστοίβαξης και η πηκτή διαχωρισµού τοποθετείται για 5 λεπτά στο 
διάλυµα µεταφοράς (48mM Tris, 39mM γλυκίνη, 1,3mM SDS, 20% µεθανόλη). Σε 
ένα µπανάκι που περιέχει διάλυµα µεταφοράς τοποθετούνται 6 διηθητικά χαρτιά 
Whatman 3ΜΜ και η µεµβράνη που θα χρησιµοποιηθεί στη µεταφορά και 
παραµένουν εκεί για 5-10 λεπτά. Στη συνέχεια, δηµιουργείται ένα σάντουϊτς, 
τοποθετώντας από κάτω 3 διηθητικά χαρτιά, στη συνέχεια τη µεµβράνη, την πηκτή 
και από πάνω άλλα 3 διηθητικά χαρτιά και αφαιρούνται από αυτό όλες τις φυσαλίδες 
µε µια ράδβο. Η συσκευή µεταφοράς γεµίζει µε διάλυµα µεταφοράς και το σάντουϊτς 
τοποθετείται στη συσκευή µε το σωστό προσανατολισµό. Οι πρωτείνες είναι συνήθως 
αρνητικά φορτισµένες σε διάλυµα µεταφοράς και κινούνται προς την  άνοδο. Άρα, η 
µεµβράνη τοποθετείται από την πλευρά της ανόδου, ώστε οι πρωτείνες να 
µεταφερθούν από την πηκτή στη µεµβράνη. Η µεταφορά γίνεται ηλεκτροφορητικά 
για 1,5 ώρες στα 40mA. Ο χρόνος της µεταφοράς εξαρτάται από το πάχος της πηκτής 
και το µέγεθος των πρωτεϊνών που πρόκειται να µεταφερθούν. Γενικά, οι πρωτείνες 
µεταφέρονται σε 1-6 ώρες, αλλά πρωτείνες µεγάλου ΜΒ χρειάζονται περισσότερο 
χρόνο. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, η συσκευή αποσυνδέεται και η µεµβράνη 
αποµακρύνεται.  
Η µεταφορά των πρωτεϊνών επιβεβαιώνεται µε χρώση της πηκτής µε 
Coomassie brilliant blue (Serva) ή της µεµβράνης µε 0,2% Ponceau S (Serva) για λίγα 
λεπτά. Αφού εµφανιστούν οι ζώνες των πρωτεϊνών στη µεµβράνη, σηµειώνονται µε 
µολύβι οι ζώνες του µάρτυρα µε τα γνωστά ΜΒ που χρησιµοποιήθηκε και το Ponceau 
S αποµακρύνεται τοποθετώντας τη µεµβράνη σε νερό. Ακολουθεί επώαση της 
µεµβράνης µε αντισώµατα [155]. 
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β. Μεταφορά ηµι-στεγνής φάσης (Semi-dry Transfer) 
 Σ΄ αυτή τη διαδικασία, η µεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται σε οριζόντια θέση, 
µεταξύ 2 µεγάλων ηλεκτροδίων, χωρίς τη χρήση µεγάλης ποσότητας διαλύµατος 
µεταφοράς, το διάλυµα µεταφοράς (48mM Tris, 39mM γλυκίνη, 1.3mM SDS) 
χρησιµοποιείται µόνο για να βραχεί η µεµβράνη και η πηκτή. Ο τρόπος αυτός 
µεταφοράς δεν ενδείκνυται για µεγάλους χρόνους µεταφοράς (υπάρχει κίνδυνος 
καταστροφής των ηλεκτροδίων).  
Η µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη ακολουθεί την ηλεκτροφόρηση των 
πρωτεϊνών (SDS-PAGE). Όταν η ηλεκτροφόρηση έχει ολοκληρωθεί, αποµακρύνεται 
η πηκτή επιστοίβαξης και η πηκτή διαχωρισµού τοποθετείται για 5 λεπτά στο 
διάλυµα µεταφοράς. Σε ένα µπανάκι που περιέχει διάλυµα µεταφοράς τοποθετούνται 
6 διηθητικά χαρτιά Watman 3ΜΜ και η µεµβράνη που θα χρησιµοποιηθεί στη 
µεταφορά και παραµένουν εκεί για 5-10 λεπτά. Στη συσκευή της µεταφοράς semidry 
τοποθετούνται πάνω στο ηλεκτρόδιο της ανόδου 3 διηθητικά χαρτιά, στη συνέχεια η 
µεµβράνη, η πηκτή και από πάνω άλλα 3 διηθητικά χαρτιά. Με µια ράδβο 
αφαιρούνται όλες τις φυσαλίδες από το σάντουϊτς. Το πάνω ηλεκτρόδιο τοποθετείται 
στη συσκευή και συνδέονται τα καλώδια της συσκευής. Η µεταφορά γίνεται 
ηλεκτροφορετικά για 1 ώρα στα 10Volts. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, η 
συσκευή αποσυνδέεται και η µεµβράνη αποµακρύνεται.  
Η µεταφορά των πρωτεϊνών επιβεβαιώνεται µε χρώση της πηκτής µε 
Coomassie brilliant blue ή της µεµβράνης µε Ponceau S 0.2% για λίγα λεπτά, όπως 
περιγράφηκε παραπάνω [156]. 
 
2.3.6 Ανοσοαποτύπωση και εµφάνιση µε ECL 
Υλικά   
∆ιάλυµα µπλοκαρίσµατος  
Αντισώµατα  
1x PBS 
Αντιδραστήρια ECL 
Αντιδραστήρια εµφάνισης  
Φωτογραφικό φιλµ 
 
 Μετά το τέλος της µεταφοράς των πρωτεϊνών στη µεµβράνη, το σάντουιτς 
ανοίγει και ακολουθεί πλύση της µεµβράνης µε 1xPBS. Γίνεται επώαση της 
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µεµβράνης µε το διάλυµα µπλοκαρίσµατος (5% γάλα σε σκόνη σε 1xPBS - Tween 20 
0,1%) και ακόλουθη πλύση µε 1xPBS – Tween 20 0,1%  (3 φορές από 5 λεπτά). 
Ακολουθεί επώαση της µεµβράνης µε το πρώτο αντίσωµα για 2 ώρες σε θερµοκρασία 
δωµατίου ή όλη τη νύχτα στους 4οC και πλύση µε 1xPBS (3 φορές από 5 λεπτά). 
Τέλος, η µεµβράνη επωάζεται µε το δεύτερο αντίσωµα για 1 ώρα σε θερµοκρασία 
δωµατίου και ξεπλένεται µε PBS (3 φορές από 5 λεπτά). Το δεύτερο αντίσωµα είναι 
συζευγµένο µε ραφανιδική υπεροξειδάση (HRP).  
Στη µεµβράνη προστίθεται αντιδραστήριο ECL για 1 λεπτό και ακολουθεί 
εµφάνιση µε τη µέθοδο της χηµειοφωταύγειας. Το αντιδραστήριο ECL περιέχει 10ml 
λουµινόλη (1,25mM σε 0,1Μ Tris-Cl pH 8,5), 100µl κουµαρικό οξύ (6,8mM σε 
DMSO) και 30µl υπεροξείδιο του υδρογόνου. Παρουσία του υπεροξειδίου του 
υδρογόνου η ραφανιδική υπεροξειδάση οξειδώνει τη λουµινόλη µε αποτέλεσµα την 
εκποµπή φωτός, η ένταση του οποίου αυξάνει κατά 1000 φορές µε την παρουσία του 
κουµαρικού οξέος (Σχήµα 10). Η εκποµπή φωτός αποτυπώνεται από τη µεµβράνη σε 
φωτογραφικό φιλµ. Το φιλµ εµφανίζεται για 3 λεπτά στο διάλυµα ανάπτυξης και το 
σήµα σταθεροποιείται µε παραµονή 3 λεπτών στο διάλυµα σταθεροποίησης [157]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 10: Αντίδραση οξείδωσης της λουµινόλης. Η ραφανιδική υπεροξειδάση οξειδώνει τη 
λουµινόλη σε αµινοθφαλικό οξύ µε αποτέλεσµα την εκποµπή φωτός, η ένταση του οποίου 
αυξάνει παρουσία ενός ενισχυτή, του κουµαρικού οξέος. 
 
 
 
 
 
υπεροξειδάση 
ενισχυτής 
λουµινόλη 
    ΦΩΣ 
Αµινοθφαλικό οξύ 
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2.4 ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΥ 
Υλικά 
1x PBS 
Φορµαλδεύδη 
Triton X-100 
BSA 
Αντισώµατα 
90% γλυκερόλη 
Καλυπτρίδες 
 
Μια µέρα πριν την έναρξη του πειράµατος, τα κύτταρα µοιράζονται σε πιάτα 
µε 6 πηγαδάκια, στα οποία έχουν τοποθετηθεί καλυπτρίδες. Σε κάθε πηγαδάκι 
τοποθετούνται 400.000 κύτταρα, ώστε κατά την έναρξη του πειράµατος να 
καλύπτουν το 60-70% της επιφάνειας. Γίνεται προσθήκη των επαγωγέων για τον 
επιθυµητό χρόνο και µετά το πέρας της επώασης, τo θρεπτικό υλικό αφαιρείται από 
τα κύτταρα και γίνεται πλύση µε κρύο 1x PBS (µε Ca,Mg). Ακολουθεί µονιµοποίηση 
των κυττάρων µε 1x PBS + 3% φορµαλδεύδη για 5 λεπτά και πλύση µε κρύο 1x PBS 
(µε Ca,Mg) 2 φορές από 5 λεπτά. Οι µεµβράνες των κυττάρων γίνονται διαπερατές 
αφήνοντας τα κύτταρα για 15 λεπτά µε 1x PBS + 1% Triton X-100 στους 4oC ή 5 
λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Γίνεται πλύση µε κρύο 1x PBS (µε Ca,Mg). Στη 
συνέχεια, γίνεται µπλοκάρισµα των µη ειδικών θέσεων στις καλυπτρίδες µε PBS – 
0,1% Tween 20 – 3% BSA στους 4οC για όλη τη νύχτα. Την επόµενη µέρα, οι 
καλυπτρίδες σηκώνονται, στεγνώνονται καλά και τοποθετούνται σε άλλο πιάτο (24 
wells), το οποίο είναι στεγνό. Το πρώτο αντίσωµα, mouse anti-HIF 1/200 σε PBS-
Τween 1% BSA, προστίθεται για 1,5 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου ή για όλη τη 
νύχτα στους 4οC. Το πρώτο αντίσωµα αποµακρύνεται µε 3 διαδοχικές πλύσεις 1x 
PBS-0,1% Tween-1% BSA και ακολουθεί η προσθήκη του δεύτερου αντισώµατος, 
anti-mouse-FITC 1/50 σε PBS-0,1% Τween-1% BSA για 30 min σε θερµοκρασία 
δωµατίου ή παραπάνω στους 4οC. Το δεύτερο αντίσωµα αποµακρύνεται µε 3 
διαδοχικές πλύσεις µε 1x PBS-0.1% Tween-1% BSA. Ακολουθεί ένα τελικό πλύσιµο 
µε νερό και οι καλυπτρίδες στεγνώνονται σε χαρτί και τοποθετούνται ανάποδα σε 
αντικειµενοφόρο πλάκα µε 1 σταγόνα 90% γλυκερόλης. Για την παρατήρηση των 
πυρήνων στην αντικειµενοφόρο πλάκα προστίθεται 1% 4΄, 6-διαµιδινο-2-
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φαινυλινδόλιο (DAPI), το οποίο χρωµατίζει τους πυρήνες µπλε. Η παρατήρηση 
γίνεται άµεσα σε µικροσκόπιο φθορισµού Optiphot-2 και η φωτογράφηση µε τη 
χρήση κάµερας UFX-DX (Nikon) [158]. 
 
2.5 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΝ∆ΟΚΥΤΤΑΡΙΩΝ ΕΠΙΠΕ∆ΩΝ 
ΕΛΕΥΘΕΡΟΥ ΣΙ∆ΗΡΟΥ ΜΕ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ 
Ο προσδιορισµός των ενδοκυττάριων επιπέδων ελεύθερου σιδήρου γίνεται µε 
τη χρήση της καλσεϊνης (calcein AM, Sigma). Η καλσεϊνη είναι µια πράσινη 
φθορίζουσα ουσία µε ικανότητα συµπλοκοποίησης του σιδήρου, η οποία προστίθεται 
στα κύτταρα µε τη µορφή εστέρα και στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων υδρολύεται 
από εστεράσες σε αρνητικά φορτισµένη καλσεϊνη. Αν παραµένει στη µορφή αυτή, 
χωρίς να έχει συµπλοκοποιήσει το σίδηρο, στο εσωτερικό των κυττάρων φθορίζει. 
Αν, όµως, υπάρχει ελεύθερος σίδηρος τον συµπλοκοποιεί και δε φθορίζει. 
Τα κύτταρα καλλιεργούνται όπως περιγράφηκε στην ενότητα 2.4. Γίνεται 
προσθήκη των επαγωγέων για τον επιθυµητό χρόνο και µετά το πέρας της επώασης, 
τo θρεπτικό υλικό αφαιρείται από τα κύτταρα και προστίθεται 1µΜ καλσεϊνης 
διαλυµένης σε θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. Η καλσεϊνη αφήνεται στα κύτταρα για 30 
λεπτά, ακολουθεί πλύση µε κρύο 1x PBS (µε Ca,Mg) και µονιµοποίηση των 
κυττάρων µε 1x PBS + 3% φορµαλδεύδη για 5 λεπτά. Έπειτα από πλύση µε κρύο 1x 
PBS (µε Ca,Mg) 2 φορές από 5 λεπτά, οι καλυπτρίδες στεγνώνονται σε χαρτί και 
τοποθετούνται ανάποδα σε αντικειµενοφόρο πλάκα µε 1 σταγόνα 90% γλυκερόλης. 
Για την παρατήρηση των πυρήνων στην αντικειµενοφόρο πλάκα προστίθεται DAPI. 
Η παρατήρηση γίνεται άµεσα σε µικροσκόπιο φθορισµού Optiphot-2 και η 
φωτογράφηση µε τη χρήση κάµερας UFX-DX (Nikon) [159]. 
 
2.6 ΕΠΙΜΟΛΥΝΣΗ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ  
2.6.1 Πλασµιδιακές κατασκευές  
 Τα πλασµίδια pGL3-luciferase χρησιµοποιούνται για την ποσοτική ανάλυση 
παραγόντων που ελέγχουν την έκφραση ευκαρυωτικών γονιδίων. Τα πλασµίδια αυτά 
αποτελούνται από το σκελετό των πλασµιδίων pGL2, µόνο που περιέχουν το γονίδιο 
της λουσιφεράσης από την πυγολαµπίδα (Photinus pyralis), το οποίο χρησιµοποιείται 
για έλεγχο της µεταγραφικής ενεργότητας σε διαµολυσµένα ευκαρυωτικά κύτταρα. 
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 Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν 4 πλασµίδια για τη διαµόλυνση 
ευκαρυωτικών κυττάρων: 
Α. pGLHIF1 4.2, το οποίο περιέχει 3 αντίγραφα των HRE του ενισχυτή του γονιδίου 
της ερυθροποιητίνης µετά το γονίδιο της λουσιφεράσης (χορηγήθηκε από το 
εργαστήριο του Dr.Wenger, Leipzig, Γερµανία). 
B. pGLHIF1mut 2.4, το οποίο περιέχει 3 µεταλλαγµένα αντίγραφα των HRE του 
ενισχυτή του γονιδίου της ερυθροποιητίνης µετά το γονίδιο της λουσιφεράσης 
(χορηγήθηκε από το εργαστήριο του Dr.Wenger, Leipzig, Γερµανία). 
Γ. pGL3-EPO-HBE, το οποίο περιέχει 3 αντίγραφα των HRE του ενισχυτή του 
γονιδίου της ερυθροποιητίνης πριν το γονίδιο της λουσιφεράσης (χορηγήθηκε από το 
εργαστήριο του Dr.Kietzmann, Gottingen, Γερµανία). 
∆. pGL3-5HRE-VEGF, το οποίο περιέχει 5 αντίγραφα των HRE του ενισχυτή του 
γονιδίου του VEGF πριν το γονίδιο της λουσιφεράσης (χορηγήθηκε από το 
εργαστήριο του Dr.Giaccia, Stanford, Καλιφόρνια). 
 
Για την εκτίµηση της απόδοσης της διαµόλυνσης χρησιµοποιήθηκε το 
πλασµίδιο: 
CMV-lacZ, το οποίο είναι το πλασµίδιο pUC19 και περιέχει το γονίδιο της β-
γαλακτοσιδάσης υπό τη δράση υποκινητή CMV (χορηγήθηκε από το εργαστήριο 
Μοριακής Γενετικής Θηλαστικών του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και 
Βιοτεχνολογίας). 
  
 
 
 
 
Amp  
         
f1 ori 
 
SV40 
promoter 
luciferase 
 
SV40 
polyA 
ori 
pGL3 promoter  
vector  (5010bp)  
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2.6.2 Παρασκευή βακτηριακών κυττάρων δεκτικών σε πλασµιδιακό DNA 
(Competent T10 Ε.coli) 
Υλικά 
∆ιάλυµα ΤΥΜ 
∆ιάλυµα TFBI, pH 7 
∆ιάλυµα TFBIΙ, pH 7 
 
Τα βακτηριακά κύτταρα γίνονται δεκτικά σε ξένο DNA µε ένα µηχανισµό που 
δεν είναι πλήρως κατανοητός. Στην παρούσα εργασία τα βακτηριακά κύτταρα που 
χρησιµοποιήθηκαν είναι T10 Ε.coli. 
Τα βακτηριακά κύτταρα επωάζονται σε 5ml θρεπτικού µέσου ΤΥΜ (2% 
τρυπτόνη, 0,5% εκχύλισµα ζύµης, 0,1 M NaCl, 10 mM MgSO4), µε αντιβιοτικό 
στρεπτοµυκίνη, στους 370 C για 16 ώρες περίπου. Την επόµενη ηµέρα, η καλλιέργεια 
αραιώνεται 1:100 σε τελικό όγκο 3 ml ΤΥΜ µε στρεπτοµυκίνη και επωάζονται 
περαιτέρω στους 370 C για 2-3 ώρες. Γίνεται νέα αραίωση 1:250 σε τελικό όγκο 50 
ml ΤΥΜ χωρίς αντιβιοτικό και ακολουθεί επώαση της καλλιέργειας µέχρι η 
απορρόφηση (OD) στα 590nm των κυττάρων να γίνει 0,35-0,4. Τα κύτταρα 
συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στα 1800xg για 5 λεπτά,  επαναιωρούνται σε 25ml 
διαλύµατος  TFBI (30 mM  CH3COOK, 50 mM MnCl2, 100 mM KCl, 10 mM CaCl2, 
15% γλυκερόλη) και αφήνονται για 10 λεπτά στον πάγο. Ακολουθεί φυγοκέντρηση 
στα 1800xg για 5 λεπτά. Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και το ίζηµα των κυττάρων 
επαναιωρείται σε 2ml διαλύµατος TFBII (10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM KCl, 
20% γλυκερόλη) και αφήνεται για 60 λεπτά στον πάγο. Τα κύτταρα µοιράζονται σε 
σωλήνες µικροφυγοκέντρου (τύπου eppendorf) και αποθηκεύονται στους -800 C 
[160]. 
 
2.6.3 Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων 
Υλικά 
LB υγρό 
LB – άγαρ 
 
Ο µετασχηµατισµός των βακτηριακών κυττάρων που έγιναν δεκτικά γίνεται 
ως εξής: 0.05-1 µg πλασµιδιακού DNA προστίθεται σε 200µl δεκτικών κυττάρων και 
αφήνονται 30 λεπτά σε πάγο. Ακολουθεί θερµικό σοκ των κυττάρων για 2 λεπτά 
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στους 42οC. Στη συνέχεια, τα κύτταρα επωάζονται µε 1ml θρεπτικού LB (για 1Lt LB: 
10g τρυπτόνη, 5g εκχύλισµα ζύµης, 5g NaCl σε νερό) για 1 ώρα στους 37 οC. 
Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 3000xg για 3 λεπτά, αποµακρύνεται το θρεπτικό υλικό 
και το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρείται σε LB και επιστρώνεται σε τριβλίο µε LB-
άγαρ (για 1Lt: 10g τρυπτόνη, 5g εκχύλισµα ζύµης, 5g NaCl, 20g άγαρ) που περιέχει 
αµπικιλίνη. Το τριβλίο επωάζεται στους 37οC για περίπου 16 µε 18 ώρες [160]. 
 
2.6.4 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA (Qiagen kit) 
Υλικά 
Qiagen Midi Kit 
 
Το kit αυτό χρησιµοποιείται για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από 
καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων 100ml. Τα κύτταρα καλλιεργούνται όλη τη 
νύχτα σε LB 100ml και έπειτα από φυγοκέντρηση επαναιωρούνται σε διάλυµα Ρ1 και 
λύνονται µε τα διαλύµατα P2 και Ρ3.  Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 20000xg για 10 
λεπτά. Το υπερκείµενο χορηγείται στη στήλη QIAGEN-tip 100, η οποία έχει 
εξισορροπηθεί µε το διάλυµα QBT, και το πλασµιδιακό DNA δεσµεύεται στη στήλη. 
Ακολουθούν πλυσίµατα µε το διάλυµα χαµηλής αλατότητας QC για την 
αποµάκρυνση πρωτεϊνικών προσµίξεων και το πλασµιδιακό DNA εκλούεται µε 
διάλυµα QF σε συνθήκες υψηλής αλατότητας. Το DNA κατακρηµνίζεται µε 
ισοπροπανόλη και αφαλατώνεται µε 70% αιθανόλη. Το ίζηµα του DNA έπειτα από 
φυγοκέντρηση στεγνώνει και γίνεται επαναιώρησή του σε κατάλληλη ποσότητα 
νερού. 
 
2.6.5 Προσδιορισµός συγκέντρωσης DNA 
 Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης του DNA γίνεται µε µέτρηση της 
απορρόφησης στα 260nm. Παράλληλα, γίνεται µέτρηση της απορρόφησης στα 
280nm για να προσδιοριστεί η καθαρότητα του DNA. Έτσι, το φωτόµετρο 
µηδενίζεται µε νερό και µετράται η απορρόφηση του δείγµατος DNA, το οποίο 
αραιώνεται µε νερό, στα 260nm (A260). Επειδή, απορρόφηση ίση µε 1 αντιστοιχεί σε 
συγκέντρωση 1µg/ml δίκλωνου DNA, η συγκέντρωση του δείγµατος DNA 
υπολογίζεται ως εξής:  
 
Συγκέντρωση DNA = 50µg/ml x A260 x παράγοντας αραίωσης  
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Ποσότητα DNA = Συγκέντρωση DNA x συνολικός όγκος από όπου πήραµε το δείγµα 
DNA  
 
Στη συνέχεια, γίνεται µέτρηση της απορρόφησης στα 280nm (A280) και 
υπολογίζεται ο λόγος Α260 / Α280. Το καθαρό DNA έχει ένα λόγο Α260 / Α280 µεταξύ 
1,8-2,0. 
 
2.6.6 ∆ιαµόλυνση ευκαρυωτικών κυττάρων µε τη βοήθεια µη λιπιδικού 
πολυµερούς  
Υλικά 
Πιάτα 12 πηγαδιών  
Πλασµιδιακό DNA  
Αντιδραστήριο Transpass D2 (New England BioLabs) 
1x PBS  
 
 Στη µέθοδο αυτή, το πλασµιδιακό DNA εισέρχεται στα ευκαρυωτικά κύτταρα 
µέσω ενός ιζήµατος που σχηµατίζεται µε τη βοήθεια ενός µη λιπιδικού πολυµερούς 
που προσκολλάται στην επιφάνεια των κυττάρων. 
 Μια µέρα πριν την έναρξη του πειράµατος, τα κύτταρα µοιράζονται σε πιάτα 
µε 12 πηγαδάκια. Σε κάθε πηγαδάκι τοποθετούνται 200.000 κύτταρα, ώστε την ηµέρα 
που θα γίνει η διαµόλυνση να καλύπτουν το 60-80% της επιφάνειας. Για κάθε 
πηγαδάκι ετοιµάζεται ένα µίγµα το οποίο περιέχει 0,6ml θρεπτικό υλικό χωρίς ορό, 
1µl από το αντιδραστήριο Transpass D2, 1µg πλασµιδίου pGL3-luciferase µε τα HRE 
και 1µg πλασµιδίου CMV-lacZ και πριν προστεθεί στα κύτταρα αφήνεται σε 
θερµοκρασία δωµατίου για 20 λεπτά. Το µίγµα προστίθεται στα κύτταρα και 
αφήνεται για 2-3 ώρες. Μετά το πέρας αυτού του χρόνου, γίνεται αντικατάσταση του 
µίγµατος διαµόλυνσης µε φρέσκο θρεπτικό υλικό που περιέχει 10% ορό και τα 
κύτταρα αφήνονται για 24 ώρες. Στη συνέχεια, προσθέτονται οι επαγωγείς για το 
επιθυµητό χρονικό διάστηµα.  
 
2.6.7 Προσδιορισµός µεταγραφικής ενεργότητας µε µέτρηση ενεργότητας 
λουσιφεράσης   
Υλικά 
1x PBS  
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Kit Luciferase Assay System E1500 (Promega) 
(το kit περιέχει: 1 µπουκαλάκι luciferase assay substrate που διαλύεται σε 10ml 
luciferase assay buffer ώστε να προκύψει το luciferase assay reagent και 30ml 
διάλυµα λύσης κυττάρων 5x) 
∆ιάλυµα lacZ 
∆ιάλυµα ONPG (o-νιτρο-φαινυλο-β-D-γαλακτοπυρανοζίτης) 
  
 Μετά το πέρας του χρονικού διαστήµατος επώασης των κυττάρων µε τους 
επαγωγείς, το θρεπτικό υλικό αφαιρείται από τα διαµολυσµένα κύτταρα και γίνεται 
πλύση µε 1x PBS. Τα κύτταρα λύνονται µε κατάλληλη ποσότητα διαλύµατος λύσης 
1x από το kit της Promega και συλλέγονται σε σωληνάκι τύπου eppendorf. 
Ακολουθεί µια σύντοµη φυγοκέντρηση (5 sec) και µεταφορά του υπερκείµενου σε 
νέο σωληνάκι τύπου eppendorf. Για τη µέτρηση της ενεργότητας του γονιδίου της 
λουσιφεράσης, 20µl από το υπερκείµενο των κυττάρων αναµειγνύονται µε 100µl από 
το διάλυµα του luciferase assay reagent, το οποίο περιέχει το υπόστρωµα της 
λουσιφεράσης και µετράται αµέσως το φως που παράγεται σε λουµινόµετρο. 
Παρουσία του ενζύµου της λουσιφεράσης, η λουσιφερίνη οξειδώνεται εκπέµποντας 
φως, το οποίο µετράται στο λουµινόµετρο. Η αντίδραση που πραγµατοποιείται είναι 
η ακόλουθη:  
  
Για τη µέτρηση της ενεργότητας του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης 20µl από 
το υπερκείµενο των κυττάρων αναµειγνύονται µε 200µl από το διάλυµα που περιέχει 
το ONPG (170µl διαλύµατος lacZ και 30µl ONPG). Το διάλυµα lacZ έχει σύσταση: 
60mM Na2HPO4, 40mM NaH2PO4, 10mM KCl, 1mM MgSO4, 40mM 
µερκαπτοαιθανόλη. Το ONPG (Sigma Chemicals) διαλύεται σε διάλυµα lacZ ώστε να 
έχει τελική συγκέντρωση 4mg/ml. Αφήνεται για λίγα λεπτά στους 30οC µέχρι να γίνει 
κίτρινο. Η αντίδραση σταµατάει µε την προσθήκη 40µl ανθρακικού νατρίου 1Μ και 
ακολουθεί µέτρηση της οπτικής απορρόφησης στα 420nm [161].  
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 Τα αποτελέσµατα της ενεργότητας του γονιδίου της λουσιφεράσης 
εκφράζονται ως τιµές που έχουν κανονικοποιηθεί προς την ενεργότητα του γονιδίου 
της β-γαλακτοσιδάσης. 
 
2.7 ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 
2.7.1 Μέτρηση αριθµού κυττάρων 
Υλικά 
Αιµοκυτταρόµετρο 
Trypan blue 
 
 Η απαρίθµηση των κυττάρων γίνεται µε τη βοήθεια του αιµοκυτταρόµετρου. 
Το αιµοκυτταρόµετρο είναι µια αντικειµενοφόρος πλάκα που περιέχει ένα δίκτυο 
γραµµών (σχηµατίζοντας τα πεδία µέτρησης) και µια καλυπτρίδα. Τα δίκτυα 
γραµµών καθορίζουν τις επιφάνειες µέτρησης, ενώ η καλυπτρίδα καθορίζει το ύψος 
του υγρού πάνω από την επιφάνεια. Το αιµοκυτταρόµετρο έχει 9 µεγάλα τετράγωνα 
µε 1mm η κάθε πλευρά και η καλυπτρίδα τοποθετείται ώστε το ύψος να είναι 0.1mm. 
Εποµένως, ο υπολογιζόµενος όγκος σε κάθε τετράγωνο είναι 0,1mm3 και ο αριθµός 
κυττάρων ανά ml είναι ο µέσος αριθµός κυττάρων που µετρήσαµε επί 104. Σε κάθε 
θάλαµο του αιµοκυτταρόµετρου µετράµε τα 4 γωνιακά τετράγωνα από τα 9 που έχει 
και από αυτό υπολογίζεται ο µέσος όρος των κυττάρων [148, 149].  
 Τα κύτταρα επωάζονται µε τους επαγωγείς για τους επιθυµητούς χρόνους και 
µετά το πέρας της επώασης, µαζεύονται µε τρυψίνη σε ένα σωληνάκι 
πολυπροπυλενίου. Από αυτό παίρνονται 20µl αντιπροσωπευτικού δείγµατος 
κυττάρων, αναµειγνύονται µε 20µl Trypan blue και τοποθετούνται στο 
αιµοκυτταρόµετρο. Η µέτρηση γίνεται στα 4 µεγάλα γωνιακά τετράγωνα και 
καταγράφεται ο µέσος όρος των ζωντανών και νεκρών κυττάρων (αυτά που βάφονται 
µπλε). Η συγκέντρωση των κυττάρων υπολογίζεται από την παρακάτω εξίσωση: 
 
C (cells/ml) = N x αραίωση x 104 
 
όπου Ν= µέσος όρος κυττάρων 
         αραίωση= η αραίωση που έγινε µε το Trypan blue 
         104= παράγοντας µετατροπής όγκου 
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 Ο συνολικός αριθµός των κυττάρων υπολογίζεται πολλαπλασιάζοντας τη 
συγκέντρωσή τους επί το συνολικό όγκο των κυττάρων από όπου πήραµε το δείγµα. 
 
Αριθµός κυτάρων = C (cells/ml) x V 
 
2.7.2 Ενσωµάτωση ραδιενεργής θυµιδίνης 
Υλικά 
Πιάτα 12 πηγαδιών  
∆ιάλυµα θυµιδίνης 
10% TCA 
∆ιάλυµα 0.2 Ν ΝαΟΗ , 1% SDS 
β-counter 
 
Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε πιάτα των 12 πηγαδιών µε τους επαγωγείς για 
το επιθυµητό χρονικό διάστηµα και η [3Η]-θυµιδίνη (44 Ci/mmol, Amersham) 
προστίθεται στα κύτταρα σε τελική συγκέντρωση 2,5 µCi / ml 4 ώρες πριν το πέρας 
της επώασης των κυττάρων µε τους επαγωγείς. Μετά το πέρας των 4 ωρών, η [3Η] 
θυµιδίνη αποµακρύνεται και τα κύτταρα σταθεροποιούνται µε 10% TCA κρύο (1ml / 
πηγαδάκι), το οποίο αφήνεται στα κύτταρα για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Ακολουθούν πλύσεις µε νερό της βρύσης 3 φορές και η  πλάκα στεγνώνει σε 
απορροφητικό χαρτί. Ακολουθεί προσθήκη 500 µl διαλύµατος 0,2 Ν ΝαΟΗ , 1% 
SDS, το οποίο αφήνεται για 10-15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα κύτταρα 
συλλέγονται σε σωληνάκι τύπου eppendorf και προσθέτονται 10 µl HCl 10Ν. Το 
διάλυµα µεταφέρεται σε µπουκαλάκι σπινθηρισµού και προσθέτονται 10 ml του 
υγρού σπινθηρισµού (Zinsser Analytic). Ακολουθεί µέτρηση της ραδιενέργειας σε 
µετρητή σπινθηρισµού (Wallac 1409) [162].  
 
2.8 ΕΛΕΓΧΟΣ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ  
2.8.1 Αποµόνωση DNA µε φαινόλη-χλωροφόρµιο 
Υλικά 
∆ιάλυµα λύσης 
∆ιάλυµα φαινόλης/χλωροφορµίου/ισοαµυλικής αλκοόλης 
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 Η αποµόνωση του DNA γίνεται µε τη φαινόλη-χλωροφόρµιο. Τα κύτταρα 
επωάζονται µε τους επαγωγείς για το επιθυµητό χρονικό διάστηµα και µετά το πέρας 
της επώασης τα κύτταρα συλλέγονται µε τρυψίνη και φυγοκεντρούνται µε θρεπτικό 
υλικό σε 500xg για 5 λεπτά στους 4oC. Το θρεπτικό υλικό αφαιρείται και ακολουθεί 
µια φυγοκέντρηση µε 10ml κρύο PBS σε 500xg για 5 λεπτά. Το ίζηµα των κυττάρων 
επαναιωρείται σε κατάλληλο όγκο διαλύµατος λύσης (10mM Tris-Cl pH 8, 25mM 
EDTA pH 8, 100mM NaCl, 0,5% (w/v) SDS, 0,1mg/ml πρωτεϊνάση Κ). Η 
πρωτεϊνάση Κ προστίθεται πριν τη χρήση. Για < 3x107 κύτταρα χρησιµοποιούνται 
0,3ml διαλύµατος λύσης. Ακολουθεί επώαση µε ανακίνηση στους 50οC για 12-18 
ώρες ώστε να αποδιαταχθούν οι πρωτείνες του δείγµατος. Οι πρωτεϊνικές προσµίξεις 
αποµακρύνονται µε την προσθήκη ίσου όγκου φαινόλης/χλωροφορµίου/ισοαµυλικής 
αλκοόλης (25όγκοι φαινόλης + 24όγκοι χλωροφορµίου + 1όγκος ισοαµυλικής 
αλκοόλης) και φυγοκέντρηση στα 1700xg για 10 λεπτά. Η υδατική φάση (επάνω) 
µεταφέρεται σε νέο σωληνάκι τύπου eppendorf και γίνεται προσθήκη ½ όγκου από 
7.5Μ οξικού αµµωνίου και 2 όγκων (του αρχικού ποσού της επάνω φάσης) από 100% 
αιθανόλη για να κατακρηµνιστεί το DNA. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 1700xg για 
10 λεπτά. Το ίζηµα πλένεται µε 70% αιθανόλη για να αφαλατωθεί το DNA και 
στεγνώνει για κάποιες ώρες. Το DNA διαλύεται σε κατάλληλη ποσότητα ΤΕ 
(1mg/ml) [163].  
 
2.8.2 Προσδιορισµός συγκέντρωσης DNA 
 Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης DNA γίνεται όπως περιγράφηκε 
παραπάνω (2.6.5). 
 
2.8.3 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 
Υλικά 
Αγαρόζη  
∆ιάλυµα  1x ΤΑΕ 
∆ιάλυµα φόρτωσης  
 
Η πηκτή αγαρόζης χρησιµοποιείται για την ηλεκτροφόρηση DNA. Το 
αρνητικά φορτισµένο DNA µετακινείται µέσα στους πόρους της πηκτής αγαρόζης και 
τα µεγαλύτερα σε µέγεθος κοµµάτια µετακινούνται πιο αργά σε σχέση µε τα 
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µικρότερα, εξαιτίας του µεγέθους των πόρων της πηκτής, µε αποτέλεσµα το 
διαχωρισµό κοµµατιών DNA διαφορετικών µεγεθών.  
Για την παρασκευή της πηκτής προστίθεται 1g αγαρόζης σε 100ml 
ρυθµιστικού διαλύµατος ΤΑΕ 1x (4 mM Tris-οξικό, 1 mM EDTA) και το διάλυµα 
θερµαίνεται στους 1000 C. Το διάλυµα αφήνεται για λίγο να κρυώσει και προστίθεται 
βρωµιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση 0,5 µg/ml. Το διάλυµα προστίθεται σε 
κατάλληλη συσκευή και αφήνεται να πήξει.  
 Τα δείγµατα που πρόκειται να ηλεκτροφορηθούν αναµειγνύονται µε το 
διάλυµα φόρτωσης (0,42% µπλε της βρωµοφαινόλης, 0,42% κυανούν του ξυλενίου, 
5% γλυκερόλη), τοποθετούνται στα πηγαδάκια της πηκτής και ηλεκτροφορούνται σε 
διάλυµα TAE στα 100Volts για 30 λεπτά περίπου. H επιβεβαίωση του µοριακού 
βάρους του DNA γίνεται µε τη φόρτωση µάρτυρα γνωστών µοριακών βαρών (New 
England Biolabs).  
Στο τέλος της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή τοποθετείται σε πλάκα υπεριώδους 
και λαµβάνονται φωτογραφίες [163, 164].  
 
2.9 ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ ΖΩΝΩΝ ΣΤΗΝ ΑΝΟΣΟΑΠΟΤΥΠΩΣΗ 
ΚΑΙ ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 
 Η ποσοτικοποίηση των ζωνών των πρωτεϊνών στην ανοσοαποτύπωση έγινε µε 
προσδιορισµό του λόγου της έντασης της ζώνης του HIF-1α προς της ακτίνης µε τη 
χρήση του προγράµµατος Adobe Photoshop.  
 Η στατιστική επεξεργασία έγινε µε τη χρήση του στατιστικού πακέτου Graph 
Pad Instat. Τα δεδοµένα εκφράζονται ως µέσοι όροι +/- τυπική απόκλιση (SD). Το 
στατιστικά σηµαντικό όριο είναι p<0.05. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
 
 Με στόχο να γίνει σύγκριση της επαγωγής του HIF-1α από την υποξία, τις 
χηµικές ενώσεις που µιµούνται την υποξία, δεσφερριοξαµίνη και χλωριούχο κοβάλτιο 
και το φλαβονοειδές κερκετίνη, µελετήθηκαν διάφορες παράµετροι που επηρεάζουν 
την έκφραση και ενεργότητα του HIF-1α. Στα περισσότερα πειράµατα 
χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα HeLa και κάποια πειράµατα επαναλήφθηκαν σε κύτταρα 
HepG2.  
 
3.1 ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΟΥ HIF-1α ΣΕ 
ΚΥΤΤΑΡΑ HeLa   
3.1.1 Προσδιορισµός βέλτιστης συγκέντρωσης επαγωγέων υποξικού στρες για 
έκφραση του HIF-1α  
 Τα κύτταρα HeLa δεν εκφράζουν ενδογενώς HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας.  
Αρχικά έγιναν κάποια πειράµατα ώστε να προσδιοριστεί η βέλτιστη συγκέντρωση 
των επαγωγέων, στην οποία παρατηρείται έντονη έκφραση της πρωτείνης HIF-1α. Οι 
επαγωγείς προστέθηκαν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις σε κύτταρα HeLa για 4 
ώρες, χρόνος που συνήθως χρησιµοποιείται στη βιβλιογραφία. 
 Στην περίπτωση της δεσφερριοξαµίνης (DFO) χρησιµοποιήθηκαν 
συγκεντρώσεις από 100-200µΜ. Η επαγωγή του HIF-1α ήταν ασθενής 
χρησιµοποιώντας 100µΜ, αλλά ήταν παρόµοια ισχυρή χρησιµοποιώντας 150 και 
200µΜ δεσφερριοξαµίνης (Σχήµα 11Α).  Στην περίπτωση του χλωριούχου κοβαλτίου 
(CoCl2) χρησιµοποιήθηκαν συγκεντρώσεις από 50-250µM. Παρατηρήθηκε ότι µε τη 
χρήση 50µM η επαγωγή του HIF-1α ήταν µικρή και η καλύτερη επαγωγή της 
πρωτείνης επιτεύχθηκε µε τη χρήση 150-200µΜ χλωριούχου κοβαλτίου (Σχήµα 11Β). 
Στην περίπτωση της κερκετίνης χρησιµοποιήθηκαν συγκεντρώσεις από 20-200µM 
και παρατηρήθηκε ότι µε τη χρήση 20µΜ η επαγωγή του HIF-1α ήταν ασθενής, η 
καλύτερη επαγωγή της πρωτείνης ήταν µε τη χρήση 100µΜ κερκετίνης, ενώ στα 
200µΜ η επαγωγή µειώθηκε (Σχήµα 11Γ).  
Εποµένως, στα επόµενα πειράµατα, η δεσφερριοξαµίνη χρησιµοποιείται σε 
συγκέντρωση 150µΜ, το χλωριούχο κοβάλτιο σε συγκέντρωση 150µΜ και η 
κερκετίνη σε συγκέντρωση 100µΜ. 
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Σχήµα 11: Ανάλυση κατά Western της δοσοεξαρτώµενης επαγωγής του HIF-1α σε κύτταρα 
HeLa. Οι επαγωγείς χρησιµοποιήθηκαν  σε διαφορετικές συγκεντρώσεις για 4 ώρες και 
ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών όπως περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. Η 
φόρτωση ίσων ποσοτήτων πρωτεϊνών επιβεβαιώθηκε µε αντίσωµα έναντι της ακτίνης. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά δυο ανεξάρτητων πειραµάτων.  
CTL= κύτταρα µάρτυρες που καλλιεργήθηκαν απουσία επαγωγέων για 4 ώρες.  
  
3.1.2 Χρονοεξαρτώµενη επίδραση των διαφόρων επαγωγέων υποξικού στρες 
στην έκφραση του HIF-1α  
 Αφού προσδιορίστηκε η βέλτιστη συγκέντρωση του κάθε επαγωγέα του HIF-
1α, επιχειρήθηκε να γίνει σύγκριση των χαρακτηριστικών της επαγωγής του από την 
υποξία µε αυτά της επαγωγής του από τους χηµικούς και βιολογικούς παράγοντες που 
µιµούνται την υποξία. Για το λόγο αυτό, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα κινητικής 
της επαγωγής του HIF-1α µε τους διάφορους επαγωγείς.  
 Σε συνθήκες υποξίας (1% Ο2), ο HIF-1α ήταν ανιχνεύσιµος από την 1η ώρα, 
εκφραζόταν µέγιστα στις 4-8 ώρες και µειωνόταν σε µη ανιχνεύσιµα επίπεδα στις 48 
ώρες. Αντιθέτως, η έκφραση του ARNT παρέµενε αµετάβλητη κατά τη διάρκεια της 
καλλιέργειας των κυττάρων για 48 ώρες σε υποξία. Παρουσία δεσφερριοξαµίνης, ο 
HIF-1α ήταν ανιχνεύσιµος από την 1η ώρα, εκφραζόταν µέγιστα στις 4-24 ώρες και 
υπήρχε σε υψηλά επίπεδα στις 48 ώρες. Παρουσία χλωριούχου κοβαλτίου, η κινητική 
της έκφρασης του HIF-1α παρουσίαζε ένα παρόµοιο πρότυπο µε αυτό της 
δεσφερριοξαµίνης, µε µέγιστη έκφραση στις 24 ώρες και αρκετά υψηλά επίπεδα στις 
48 ώρες. Τέλος, παρουσία κερκετίνης, ο HIF-1α ήταν πρακτικά ανιχνεύσιµος από τη 
2η ώρα, εκφραζόταν µέγιστα στις 4-8 ώρες, µειώνονταν σε χαµηλά επίπεδα στις 24 
ώρες, αλλά η έκφραση της πρωτείνης αυξάνονταν ξανά στις 48 ώρες (Σχήµα 12). Η 
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Γ 
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συµπεριφορά αυτή του HIF-1α παρουσία κερκετίνης ήταν επαναλήψιµη. Οι µέσοι 
όροι 3 πειραµάτων έδειξαν ότι τα επίπεδά του HIF-1α την πρώτη ώρα αντιστοιχούν 
στο 14% αυτών στις 4 ώρες, στις 2 ώρες στο 58%, στις 8 ώρες στο 118%, στις 24 
ώρες στο 28% και στις 48 ώρες στο 54% αντίστοιχα.  
 Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι ενώ η παρατεταµένη έκθεση σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις οξυγόνου µειώνει την έκφραση του HIF-1α, δε συµβαίνει κάτι 
αντίστοιχο στην περίπτωση παρατεταµένης έκθεσης στο χλωριούχο κοβάλτιο ή τη 
δεσφερριοξαµίνη. Στην περίπτωση της κερκετίνης, η έκφραση του HIF-1α είναι 
παροδική, ο HIF-1α µειώνεται δραστικά στις 24 ώρες, ενώ τα επίπεδά του 
επανέρχονται σε υψηλότερες  τιµές στις 48 ώρες. Οι λόγοι για αυτήν την κινητική της 
έκφρασης του HIF-1α παρουσία κερκετίνης εξετάζονται αργότερα.     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 12: Ανάλυση κατά Western της κινητικής της επαγωγής του HIF-1α σε κύτταρα HeLa. 
Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για διαφορετικούς χρόνους σε χαµηλές συγκεντρώσεις 
οξυγόνου ή παρουσία δεσφερριοξαµίνης, χλωριούχου κοβαλτίου ή κερκετίνης. Η 
φόρτωση ίσων ποσοτήτων πρωτεϊνών επιβεβαιώθηκε µε αντίσωµα έναντι του ARNT ή της 
ακτίνης. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά δυο ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
3.1.3 Επίδραση των διαφόρων επαγωγέων υποξικού στρες στη µεταγραφή του 
HIF-1α  
 Η µεταγραφή του γονιδίου του HIF-1α σε κύτταρα σε καλλιέργεια θεωρείται 
ότι δεν επηρεάζεται από χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου [2]. Για να διερευνηθεί αν 
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οι διάφοροι επαγωγείς επιδρούν στο επίπεδο της µεταγραφής του HIF-1α, 
χρησιµοποιήθηκε, 15 λεπτά πριν την προσθήκη των επαγωγέων στα κύτταρα HeLa, 
ένας γνωστός αναστολέας της µεταγραφής, η ακτινοµυκίνη D. Όταν τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες υποξίας παρουσία ακτινοµυκίνης D, η έκφραση του 
HIF-1α µειώθηκε σε µη ανιχνεύσιµα επίπεδα, σε σχέση µε την έκφραση του σε 
κύτταρα που καλλιεργήθηκαν απουσία του αναστολέα της µεταγραφής. Σε κύτταρα 
που καλλιεργήθηκαν παρουσία δεσφερριοξαµίνης, χλωριούχου κοβαλτίου ή 
κερκετίνης, η παρουσία του αναστολέα της µεταγραφής δεν επηρέασε τα επίπεδα του 
HIF-1α (Σχήµα 13).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 13: Επίδραση της αναστολής της µεταγραφής στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα 
HeLa. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή 
παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Η ακτινοµυκίνη D (ActD) προστέθηκε 15 λεπτά πριν 
την προσθήκη των επαγωγέων και ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
Παραδόξως, τα αποτελέσµατα αυτά δηλώνουν ότι η υποξία επάγει τον HIF-1α 
δρώντας στο επίπεδο της µεταγραφής του γονιδίου, ενώ δε συµβαίνει κάτι αντίστοιχο 
µε τη δεσφερριοξαµίνη, το χλωριούχο κοβάλτιο ή την κερκετίνη. Επειδή είναι γενικά 
αποδεκτό ότι η ρύθµιση του HIF-1α στην υποξία δε γίνεται στο επίπεδο της 
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µεταγραφής, πιθανόν στις δικές µας συνθήκες η αναστολή της µεταγραφής να 
επηρεάζει µια άλλη πρωτείνη, σηµαντική για τη ρύθµιση του HIF-1α στην υποξία.  
 
3.1.4 Ρόλος της πρωτεϊνοσύνθεσης στην έκφραση του ΗIF-1α 
 Έχει δειχθεί ότι η παρουσία του HΙF-1α σε συνθήκες υποξίας οφείλεται σε 
σταθεροποίησή του, επειδή αποφεύγεται η αποικοδόµησή του, η οποία συµβαίνει σε 
συνθήκες νορµοξίας, όπου ο HIF-1α έχει χρόνο ηµιζωής περίπου 5 λεπτά [27]. 
Επιβεβαιώθηκε ότι όταν κύτταρα HeLa επωάζονται σε συνθήκες υποξίας (1% Ο2) και 
κατόπιν επαναφέρονται σε συνθήκες νορµοξίας, ο HIF-1α που έχει παραχθεί, 
αποικοδοµείται µε ένα χρόνο ηµιζωής µικρότερο των 10 λεπτών (Σχήµα 14).  
 
 
 
 
 
Σχήµα 14: Έλεγχος του χρόνου ηµιζωής του HIF-1α σε κύτταρα HeLa. Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου (1% Ο2) και 
επαναφέρθηκαν σε 21% Ο2 για 5, 10 ή 15 λεπτά. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών 
κατά Western. Τα αποτελέσµατα είναι ενός πειράµατος.  
 
Τα επίπεδα κάθε πρωτεϊνης αντιπροσωπεύουν την ισορροπία ανάµεσα στη 
σύνθεση και την αποικοδόµησή της. Για να διερευνηθεί ο ρόλος της συνεχούς 
πρωτεϊνοσύνθεσης στην έκφραση του HIF-1α σε συνθήκες υποξικού στρες, 
χρησιµοποιήθηκε ένας γνωστός αναστολέας της µετάφρασης, το κυκλοεξιµίδιο. Έγινε 
επαγωγή του HIF-1α µε καλλιέργεια των κυττάρων σε χαµηλές συγκεντρώσεις 
οξυγόνου ή παρουσία δεσφερριοξαµίνης, χλωριούχου κοβαλτίου ή κερκετίνης για 4 
ώρες και το κυκλοεξιµίδιο προστέθηκε στη συνέχεια για διάφορους χρόνους. Η 
προσθήκη κυκλοεξιµιδίου σε κύτταρα που είχαν καλλιεργηθεί σε συγκέντρωση 
οξυγόνου 1% είχε ως αποτέλεσµα την εξαφάνιση του HIF-1α µέσα σε 15 λεπτά 
(Σχήµα 15Α). Η προσθήκη κυκλοεξιµιδίου σε κύτταρα που είχαν καλλιεργηθεί 
παρουσία δεσφερριοξαµίνης ή χλωριούχου κοβαλτίου οδήγησε σε αποικοδόµηση του 
HIF-1α µε ένα χρόνο ηµιζωής µικρότερο των 30 λεπτών (Σχήµα 15Β) ή 60 λεπτών 
(Σχήµα 15Γ), αντίστοιχα. Στην περίπτωση της κερκετίνης, ο HIF-1α αποικοδοµείται 
µε ένα χρόνο ηµιζωής περίπου 15 λεπτών (Σχήµα 15∆). Επιβεβαιώσαµε, λοιπόν, ότι 
-
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σε όλες τις περιπτώσεις υποξικού στρες που χρησιµοποιήθηκαν απαιτείται συνεχής 
πρωτεϊνοσύνθεση για τη διατήρηση των επιπέδων του HIF-1α.      
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 15: Επίδραση της αναστολής της µετάφρασης στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα 
HeLa. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή 
παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Το κυκλοεξιµίδιο (Chx) προστέθηκε και τα κύτταρα 
επωάστηκαν για άλλα 15, 30 ή 60 λεπτά παρουσία των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση 
των πρωτεϊνών κατά Western. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά δυο 
ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
Οι παραπάνω παρατηρήσεις οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι όλοι οι επαγωγείς 
επιδρούν στο επίπεδο της σταθεροποίησης του HIF-1α, η οποία, όµως, δεν είναι 
πλήρης κάτω από τις συγκεκριµένες πειραµατικές συνθήκες, µε τον επαγόµενο από 
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την υποξία HIF-1α να έχει το µικρότερο χρόνο ηµιζωής και τον HIF-1α που επάγεται 
από το χλωριούχο κοβάλτιο τον µεγαλύτερο.    
 
3.1.5 Ρόλος των ενεργών µορφών οξυγόνου (ROS) στην έκφραση του HIF-1α   
 Στη βιβλιογραφία υπάρχουν αντίθετες αναφορές για το ρόλο των ROS στην 
επαγωγή του HIF-1α. Με σκοπό να διερευνηθεί η συµµετοχή των ROS στην επαγωγή 
του HIF-1α στις συνθήκες υποξικού στρες της παρούσας εργασίας, χρησιµοποιήθηκε 
το αντιοξειδωτικό Ν-ακετυλοκυστείνη (NAC), πρόδροµη ένωση της γλουταθειόνης. 
Στα κύτταρα HeLa, η παρουσία 5mM NAC σε συνθήκες υποξίας  ή παρουσία 
δεσφερριοξαµίνης ή κερκετίνης δεν επηρέασαν την έκφραση του HIF-1α, ενώ η ίδια 
συγκέντρωση NAC παρουσία χλωριούχου κοβαλτίου οδήγησε σε µείωση της 
επαγωγής του HIF-1α από το κοβάλτιο (Σχήµα 16Α).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 16: Επίδραση του αντιοξειδωτικού NAC στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα HeLa. Α. 
Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία 
των διαφόρων επαγωγέων. Η Ν-ακετυλοκυστείνη (NAC) προστέθηκε 2 ώρες πριν την 
προσθήκη των επαγωγέων. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία 
χλωριούχου κοβαλτίου. Η NAC προστέθηκε 2 ώρες πριν την προσθήκη του κοβαλτίου σε 
συγκεντρώσεις από 1-15mM. Γ. Η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, που περιέχει τις πρωτείνες 
των κυττάρων µε χλωριούχο κοβάλτιο, επωάστηκε, εκτός από αντίσωµα για τον HIF-1α 
και την ακτίνη, µε αντίσωµα για τον ARNT και για την p42/44 MAP κινάση. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
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Επιπλέον, η δράση του NAC στην περίπτωση του χλωριούχου κοβαλτίου ήταν 
εξαρτώµενη από τη συγκέντρωση του NAC που χρησιµοποιήθηκε, µια και 
συγκεντρώσεις 1-2mM NAC µείωσαν ελάχιστα την έκφραση του HIF-1α ενώ η 
πρωτείνη εξαφανίστηκε µε τη χρήση 15mM NAC (Σχήµα 16Β). Για να επιβεβαιωθεί 
η ειδική δράση του NAC για τον HIF-1α έγινε έλεγχος της έκφρασης, εκτός της 
ακτίνης, δυο άλλων πρωτεϊνών, του ARNT, που είναι το ετεροδιµερές του HIF-1α και 
της p42/44 MAPK, µιας πρωτείνης µε µικρό χρόνο ηµιζωής. Η έκφραση και των δυο 
πρωτεϊνών δεν επηρεάστηκε παρουσία NAC (Σχήµα 16Γ). 
Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και µε τη χρήση 10mM 
γλουταθειόνης. Παρουσία γλουταθειόνης δεν επηρεάστηκε η επαγωγή του HIF-1α 
από χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία δεσφερριοξαµίνης ή κερκετίνης, 
ενώ µειώθηκε η έκφραση του παρουσία χλωριούχου κοβαλτίου (Σχήµα 17Α). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 17: Εµπλοκή των ROS στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα HeLa. Α. Επίδραση 
γλουταθειόνης: Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις 
οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Η γλουταθειόνη προστέθηκε 1 ώρα πριν 
την προσθήκη των επαγωγέων. Β. Επίδραση Trolox: Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 
ώρες παρουσία χλωριούχου κοβαλτίου. Το Trolox προστέθηκε ταυτόχρονα µε το κοβάλτιο 
σε συγκέντρωση 100µΜ και 1mM. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά δυο 
ανεξάρτητων πειραµάτων.  
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Επειδή το NAC και πιθανόν η γλουταθειόνη µπορεί να συµπλοκοποιούν το 
κοβάλτιο, το πείραµα µε το κοβάλτιο επαναλήφθηκε παρουσία του Trolox, ενός 
αναλόγου της βιταµίνης Ε που δεν αναµένεται να συµπλοκοποιεί µέταλλα. Παρουσία 
100µM και 1mM Trolox, η επαγωγή του HIF-1α από το κοβάλτιο µειώθηκε µε έναν 
τρόπο εξαρτώµενο από τη συγκέντρωση του Trolox (Σχήµα 17Β).  
Τα παραπάνω αποτελέσµατα (Σχήµατα 16-17) δηλώνουν ότι τα ROS 
ενέχονται στην επαγωγή του HIF-1α από το χλωριούχο κοβάλτιο, αλλά όχι από την 
υποξία, τη δεσφερριοξαµίνη ή την κερκετίνη.        
 
3.1.6 Ρόλος των µονοπατιών PI3K/Akt και ERK 1/2 στην έκφραση του HIF-1α  
 Στη βιβλιογραφία έχει αναφερθεί η συµµετοχή του µονοπατιού των MAP 
κινασών όσο και του µονοπατιού της κινάσης της 3-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης (PI3K) 
στην επαγωγή του HIF-1α, αλλά τα αποτελέσµατα εξαρτώνται από τον κυτταρικό 
τύπο και τις συνθήκες υποξικού στρες που χρησιµοποιούνται. Με σκοπό να 
διερευνηθεί ο ρόλος των µονοπατιών αυτών στις συνθήκες της παρούσας εργασίας, 
χρησιµοποιήθηκε το LY294002, ένας αναστολέας της PI3K και το PD98059, ένας 
αναστολέας της κινάσης ΜΕΚ. 
 Παρουσία των αναστολέων LY294002 ή PD98059, η επαγωγή του HIF-1α σε 
συνθήκες υποξίας ή από τη δεσφερριοξαµίνη ή την κερκετίνη δεν επηρεάστηκε. 
Αντίθετα, παρουσία των αναστολέων αυτών, η επαγωγή του HIF-1α από το 
χλωριούχο κοβάλτιο µειώθηκε (Σχήµα 18Α). Στατιστική επεξεργασία των 
αποτελεσµάτων που προέκυψαν από 3 ανεξάρτητα πειράµατα έδειξε ότι η µείωση 
αυτή ήταν στατιστικά σηµαντική (Σχήµα 18Β).   
Εποµένως, τα µονοπάτια των MAP κινασών και της PI3K ενέχονται στην 
επαγωγή του HIF-1α από το χλωριούχο κοβάλτιο, αλλά όχι από την υποξία, τη 
δεσφερριοξαµίνη ή την κερκετίνη.        
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Σχήµα 18: Επίδραση των µονοπατιών PI3K και MAPK στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα 
HeLa. Α. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή 
παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Οι αναστολείς LY294002 και PD98059 
προστέθηκαν 15 λεπτά πριν την προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των 
πρωτεϊνών κατά Western. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων 
πειραµάτων. Β. Ποσοτική ανάλυση των επιπέδων του HIF-1α από 3 ανεξάρτητα 
πειράµατα (***=p< 0.001).  
 
3.2 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΤΗΣ ΠΕΡΙΣΣΕΙΑΣ ΣΙ∆ΗΡΟΥ 
ΣΤΗΝ ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΟΥ HIF-1α  
3.2.1 Επίδραση της περίσσειας σιδήρου παρουσία διαφόρων επαγωγέων 
υποξικού στρες στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα HeLa  
 Είναι γνωστό ότι η επαγωγή του HIF-1α από τη δεσφερριοξαµίνη γίνεται 
µέσω συµπλοκοποίησης του σιδήρου (Fe2+), που είναι απαραίτητος για τη δράση των 
προλυλο-υδροξυλασών. Για το λόγο αυτό έχουν γίνει πειράµατα αναίρεσης της 
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δράσης της δεσφερριοξαµίνης παρουσία περίσσειας σιδήρου. Επιβεβαιώθηκε 
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? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 77? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή 
παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 
500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών 
κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο 
κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 
ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών 
ανεξάρτητων πειραµάτων.  
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? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή 
παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 
500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών 
κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο 
κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 
ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών 
ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? 77? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν 
για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων 
επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την 
προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα 
κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο 
θειϊκός σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη 
του κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων 
πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? 77? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 
4 ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. 
Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των 
επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός 
σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του 
κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? 77? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 
ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο 
κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των 
επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα 
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καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός 
σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του 
κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? 77? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 
24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο 
κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των 
επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός 
σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του 
κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? 77? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 
ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο 
κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των 
επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός 
σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του 
κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? 77? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 
ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο 
κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των 
επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός 
σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του 
κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? 77? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες 
σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός 
σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. 
Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 
4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) 
προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
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77? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες 
σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός 
σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. 
Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 
4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) 
προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε 
χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός 
σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. 
Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 
4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) 
προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε 
χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός 
σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. 
Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 
4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) 
προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε 
χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός 
σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. 
Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 
4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) 
προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές 
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συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος 
προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. 
Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 
4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) 
προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος 
προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. 
Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 
4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) 
προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος 
προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. 
Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 
4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) 
προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος 
προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. 
Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 
4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) 
προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος 
προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. 
Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 
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4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) 
προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος 
προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. 
Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 
4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) 
προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις 
οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε 
συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση 
των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία 
κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε 
συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι 
αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις 
οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε 
συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση 
των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία 
κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε 
συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι 
αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις 
οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε 
συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση 
των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία 
κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε 
συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι 
αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
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? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις 
οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε 
συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση 
των πρωτεϊνών κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία 
κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε 
συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι 
αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου 
ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 
500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών 
κατά Western. Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο 
κιτρικός σίδηρος (Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 
ώρα πριν την προσθήκη του κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών 
ανεξάρτητων πειραµάτων.  
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των 
διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα 
πριν την προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. 
Β. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία κοβαλτίου. Ο κιτρικός σίδηρος 
(Fe3+) ή ο θειϊκός σίδηρος (Fe2+) προστέθηκαν σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν την 
προσθήκη του κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων 
πειραµάτων.  
 
Επειδή λίγα είναι γνωστά για το µηχανισµό δράσης της κερκετίνης, θέλοντας 
να µελετήσουµε περισσότερο το ρόλο του σιδήρου στην επαγωγή του HIF-1α από 
την κερκετίνη πραγµατοποιήθηκαν επιπλέον πειράµατα όπου χρησιµοποιήθηκαν 
διαφορετικές συγκεντρώσεις κιτρικού σιδήρου και δοκιµάστηκε η προσθήκη αυτού 
στα κύτταρα 1 ώρα πριν ή µετά την κερκετίνη. Παρατηρήθηκε ότι όταν ο σίδηρος 
ήταν σε περίσσεια (500µΜ) ή στην ίδια συγκέντρωση µε την κερκετίνη (100µΜ), η 
επαγωγή του HIF-1α από την κερκετίνη αναιρούνταν είτε ο σίδηρος είχε προστεθεί 
πριν είτε µετά την κερκετίνη. Αλλά, όταν ο σίδηρος ήταν σε χαµηλότερη 
συγκέντρωση από την κερκετίνη και είχε προστεθεί 1 ώρα µετά την κερκετίνη, η 
επαγωγή του HIF-1α µειωνόταν, αλλά η πρωτείνη ήταν ανιχνεύσιµη σε χαµηλά 
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επίπεδα. Πιθανόν, στην περίπτωση αυτή, ο σίδηρος να µην επαρκεί για να επιτελεστεί 
µια σιδηρο-εξαρτώµενη αντίδραση, προφανώς αυτή των προλυλο-υδροξυλασών και ο 
HIF-1α να µην αποικοδοµείται πλήρως (Σχήµα 20).      
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 20: Επίδραση του σιδήρου στην επαγόµενη από την κερκετίνη έκφραση του HIF-1α σε 
κύτταρα HeLa. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία κερκετίνης (100µΜ). 
Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ, 100µΜ ή 50µΜ 1 ώρα πριν ή 
µετά την προσθήκη της κερκετίνης. Ακολούθησε λύση των κυττάρων και ανάλυση των 
πρωτεϊνών κατά Western. 
 
3.2.2 Επίδραση της περίσσειας σιδήρου παρουσία διαφόρων επαγωγέων 
υποξικού στρες στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα HepG2 
 Επειδή τα αποτελέσµατα της επίδρασης του κιτρικού σιδήρου στην επαγωγή 
του HIF-1α από το κοβάλτιο δεν ήταν αναµενόµενα, θέλαµε να δούµε αν είναι ειδικά 
για τα κύτταρα HeLa ή συµβαίνουν και σε άλλες κυτταρικές σειρές. 
Χρησιµοποιήθηκαν για το λόγο αυτό κύτταρα HepG2, τα οποία αποκρίνονται στην 
υποξία, τη δεσφερριοξαµίνη και το κοβάλτιο µε επαγωγή του HIF-1α. Όντως, 
παρατηρήθηκε ότι ο HIF-1α επάγεται σε όλες τις συνθήκες υποξικού στρες που 
χρησιµοποιήθηκαν (Σχήµα 21). Παρουσία περίσσειας κιτρικού σιδήρου, η επαγωγή 
του HIF-1α από τη δεσφερριοξαµίνη ή την κερκετίνη µειώθηκε, ενώ η επαγωγή του 
δεν επηρεάστηκε από την υποξία ή το κοβάλτιο (Σχήµα 21).  
 
 
 
 
 
 
 
CTL                   Κερκετίνη
Fe3+ - 500µΜ - 500µΜ 100µΜ                     50µΜ
-1ώρα -1ώρα +1ώρα -1ώρα +1ώρα -1ώρα +1ώρα          
HIF-1α
ακτίνη
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Σχήµα 21: Επίδραση της περίσσειας σιδήρου στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα HepG2. Τα 
κύτταρα HepG2 καλλιεργήθηκαν για 4 ή 24 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή 
παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 
500µΜ 1 ώρα πριν την προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών 
κατά Western.  
 
3.2.3 Επίδραση του ασκορβικού οξέος στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα 
HeLa 
 Έχει προταθεί ότι κατά την ενζυµική αντίδραση στην οποία συµµετέχουν οι 
προλυλο-υδροξυλάσες, ο δισθενής σίδηρος οξειδώνεται σε τρισθενή σίδηρο, 
προκαλώντας την απενεργοποίηση των ενζύµων. Αυτό σηµαίνει ότι εκτός από 
συµπλοκοποίηση του σιδήρου, η οξείδωσή του από διάφορες ουσίες µπορεί να 
οδηγήσει σε απενεργοποίηση των προλυλο-υδροξυλασών και επαγωγή του HIF-1α.  
Το ασκορβικό οξύ (βιταµίνη C) είναι γνωστό για τις αντιοξειδωτικές του ιδιότητες. Ο 
ρόλος του ασκορβικού οξέος είναι να διατηρεί το σίδηρο στη δισθενή του µορφή. 
Επίσης, είναι γνωστό ότι το ασκορβικό οξύ στα κύτταρα απελευθερώνει σίδηρο από 
τις ενδοκυττάριες αποθήκες σιδήρου, όπως είναι η φερριτίνη [165]. Για να µελετηθεί 
η επίδραση του ασκορβικού οξέος στην επαγωγή του HIF-1α, έγινε προσθήκη 100µΜ 
Χρόνος (ώρες) 4       24
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ασκορβικού οξέος ταυτόχρονα µε τους διάφορους επαγωγείς σε κύτταρα HeLa. Όπως 
αναµενόταν, παρατηρήθηκε ότι, στην περίπτωση της δεσφερριοξαµίνης ή της 
κερκετίνης, η παρουσία του ασκορβικού οξέος µείωσε την επαγωγή του HIF-1α, ενώ 
δεν την επηρέασε στην περίπτωση της υποξίας. Αντίθετα µε τα αποτελέσµατα της 
προσθήκης περίσσειας εξωγενούς σιδήρου, όµως, η παρουσία του ασκορβικού οξέος 
µείωσε την επαγωγή του HIF-1α και από το χλωριούχο κοβάλτιο (Σχήµα 22).  
 Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η δράση του κοβαλτίου, της 
δεσφερριοξαµίνης και της κερκετίνης σχετίζεται µε το σίδηρο, αλλά όχι η δράση της 
υποξίας.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 22: Επίδραση του ασκορβικού οξέος στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα HeLa. Τα 
κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των 
διαφόρων επαγωγέων. Το ασκορβικό οξύ προστέθηκε σε συγκέντρωση 100µΜ 
ταυτόχρονα µε τους επαγωγείς. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά δυο ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
3.2.4 Επίδραση της αίµης στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα HeLa 
 Η αίµη είναι µια ένωση που περιέχει συµπλοκοποιηµένο Fe2+ και λειτουργεί, 
όπως ο κιτρικός σίδηρος, ως δωρητής σιδήρου. Ωστόσο, έχει πλειοτροπικές δράσεις  
[166] συµπεριλαµβανοµένης και της ικανότητας να καταστρέφει το διαµεµβρανικό 
δυναµικό των µιτοχονδρίων και, κατά την αποικοδόµησή της προς χολερυθρίνη από 
την οξυγονάση της αίµης, ελευθερώνεται εκτός από Fe2+ και CΟ. Για να µελετηθεί η 
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επίδραση της αίµης στην έκφραση του HIF-1α και να συγκριθεί µε την αντίστοιχη 
του κιτρικού σιδήρου, έγινε προσθήκη 100µΜ αίµης 1 ώρα πριν την προσθήκη των 
επαγωγέων σε κύτταρα HeLa. Παρατηρήθηκε ότι τόσο σε συνθήκες υποξίας όσο και 
παρουσία δεσφερριοξαµίνης, χλωριούχου κοβαλτίου ή κερκετίνης η έκφραση του 
HIF-1α πρακτικά εξαφανίστηκε (Σχήµα 23). Εποµένως, σε αντίθεση µε τον κιτρικό 
σίδηρο, η αίµη αναιρεί την επαγωγή του HIF-1α και από την υποξία και το κοβάλτιο. 
Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η δράση της αίµης δε σχετίζεται µόνο µε τη 
διαθεσιµότητα του σιδήρου, αλλά πιθανόν και µε άλλες ιδιότητές της. Π.χ., έχει 
δειχθεί ότι ουσίες που διαταράσουν το διαµεµβρανικό δυναµικό των µιτοχονδρίων 
αυξάνουν τη διαθεσιµότητα του οξυγόνου στο κυτταρόπλασµα, οδηγώντας σε 
αποικοδόµηση του HIF-1α, ακόµη και σε συνθήκες µειωµένης συγκέντρωσης 
οξυγόνου [80] και ότι υψηλές συγκεντρώσεις CO αναστέλλουν την επαγόµενη από 
την υποξία έκφραση του HIF-1α [104]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 23: Επίδραση της αίµης στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα HeLa. Τα κύτταρα 
καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου ή παρουσία των 
διαφόρων επαγωγέων. Η αίµη προστέθηκε σε συγκέντρωση 100µΜ 1 ώρα πριν την 
προσθήκη των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά Western. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά δυο ανεξάρτητων πειραµάτων.  
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3.2.5 Μέτρηση των ενδοκυττάριων επιπέδων ελεύθερου σιδήρου σε κύτταρα 
HeLa 
 Έχοντας µελετήσει την επίδραση του σιδήρου στην επαγωγή του HIF-1α από 
τη δεσφερριοξαµίνη και την κερκετίνη και για να δοθεί µια άµεση απάντηση στην 
υπόθεση ότι οι δυο αυτοί επαγωγείς δρουν συµπλοκοποιώντας το σίδηρο που είναι 
απαραίτητος για τη δράση των προλυλο-υδροξυλασών, προσδιορίστηκαν τα επίπεδα 
ελεύθερου σιδήρου, δηλαδή του σιδήρου που βρίσκεται στο µεταβολικά ενεργό 
διαµέρισµα του κυττάρου (LΙP, labile iron pool) στο εσωτερικό των κυττάρων HeLa 
παρουσία ή απουσία δεσφεριοξαµίνης ή κερκετίνης. Ο προσδιορισµός έγινε µε τη 
χρήση της καλσεϊνης και µικροσκοπίου φθορισµού. Η καλσεϊνη είναι µια ένωση που 
δε φθορίζει όταν συµπλοκοποιεί τον ελεύθερο σίδηρο, ενώ φθορίζει όταν παραµένει 
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αντιπροσωπευτικά δύο ανεξάρτητων πειραµάτων.  
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3.3 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ∆ΙΑΦΟΡΩΝ ΕΠΑΓΩΓΕΩΝ ΚΑΙ ΤΗΣ 
ΠΕΡΙΣΣΕΙΑΣ ΣΙ∆ΗΡΟΥ ΣΤΟΝ ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΕΝΤΟΠΙΣΜΟ 
ΤΟΥ HIF-1 ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΑ HeLa 
 Για να επιβεβαιωθούν τα πειράµατα µε την επίδραση του κιτρικού σιδήρου 
στην έκφραση του HIF-1α και για να διερευνηθεί αν ο κιτρικός σίδηρος επηρεάζει 
τον υποκυτταρικό εντοπισµό του HIF-1α, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 
ανοσοφθορισµού. Είναι γνωστό ότι ο HIF-1α, για να επάγει τη µεταγραφή των 
γονιδίων στόχων του, µετακινείται στον πυρήνα και ετεροδιµερίζεται µε τον ARNT 
δηµιουργώντας τον ΗIF-1. Θέλοντας να δούµε αν ο HIF-1α που επάγεται από τους 
διάφορους επαγωγείς εντοπίζεται στον πυρήνα ή το κυτταρόπλασµα των κυττάρων, 
κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία των επαγωγέων και στη 
συνέχεια έγινε επώαση µε ένα µονοκλωνικό αντίσωµα για τον HIF-1α. Με τη χρήση 
ενός δεύτερου αντισώµατος-FITC παρατηρήθηκε ότι ο HIF-1α δεν εντοπίζεται σε 
κύτταρα HeLa τα οποία βρίσκονται σε συνθήκες ατµοσφαιρικής συγκέντρωσης 
οξυγόνου (Σχήµα 25). Στα κύτταρα που χρησιµοποιήθηκε χλωριούχο κοβάλτιο, 
υπήρχε ένα δυνατό σήµα για τον HIF-1α, το οποίο όπως αναφέρεται και από άλλους, 
εντοπιζόταν στον πυρήνα των κυττάρων. Παρουσία κιτρικού σιδήρου, η ένταση του 
φθορισµού δεν επηρεάστηκε, κάτι το οποίο συµφωνεί µε την ανάλυση των πρωτεϊνών 
κατά Western (Σχήµα 19). Στην περίπτωση της υποξίας, η εικόνα ήταν παρόµοια 
τόσο απουσία κιτρικού σιδήρου όσο και παρουσία του. Στα κύτταρα που 
χρησιµοποιήθηκε δεσφερριοξαµίνη ή κερκετίνη, ο HIF-1α εντοπιζόταν στον πυρήνα 
των κυττάρων, αλλά παρουσία κιτρικού σιδήρου το σήµα ήταν λιγότερο έντονο 
(Σχήµα 25), κάτι το οποίο, επίσης, συµφωνεί µε τα αποτελέσµατα της ανάλυσης 
πρωτεϊνών κατά Western (Σχήµα 19).   
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Σχήµα 25: Επίδραση της περίσσειας σιδήρου στον υποκυτταρικό εντοπισµό του HIF-1α σε 
κύτταρα HeLa. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες σε χαµηλές συγκεντρώσεις 
οξυγόνου ή παρουσία των διαφόρων επαγωγέων. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε 
συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν τους επαγωγείς. Ακολούθησε µονιµοποίηση των 
κυττάρων σε καλυπτρίδες, επώαση µε αντίσωµα για τον HIF-1α. και παρατήρηση στο 
µικροσκόπιο φθορισµού. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων 
πειραµάτων.  
 
Συµπεραίνουµε, εποµένως, ότι προσθήκη περίσσειας σιδήρου δεν επηρεάζει 
την έκφραση και υποκυτταρικό εντοπισµό του HIF-1α που επάγεται από την υποξία ή 
το κοβάλτιο, ενώ µειώνει την έκφρασή του από τη δεσφερριοξαµίνη ή την κερκετίνη.   
3.4 ΕΛΕΓΧΟΣ ΤΗΣ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗΣ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΤΟΥ 
HIF-1  
3.4.1 Έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 σε κύτταρα HeLa 
 Αφού µελετήθηκε η επαγωγή του HIF-1α και η επίδραση της περίσσειας 
σιδήρου στα επίπεδά του σε κύτταρα HeLa, το επόµενο ερώτηµα ήταν αν ο 
επαγόµενος HIF-1 είναι µεταγραφικά ενεργός σε όλες τις περιπτώσεις. Για το σκοπό 
αυτό, έγινε διαµόλυνση κυττάρων HeLa µε πλασµιδιακή κατασκευή που περιέχει 
στοιχεία απόκρισης στην υποξία (HRE) στον προαγωγέα του γονιδίου αναφοράς της 
λουσιφεράσης και µετρήθηκε η ενεργότητα του παραγόµενου ενζύµου της 
λουσιφεράσης.  
 Τα πρώτα πλασµίδια που χρησιµοποιήθηκαν έχουν 3 αντίγραφα των HRE του 
ενισχυτή του γονιδίου της ερυθροποιητίνης πριν το γονίδιο της λουσιφεράσης και 
είναι το pGL3-HIF4.2 και το pGL3-HIFmut2.4. Στο δεύτερο πλασµίδιο τα αντίγραφα 
των HRE είναι µεταλλαγµένα και αυτό χρησιµοποήθηκε ως αρνητικός µάρτυρας. 
CTL                Υποξία DFO              CoCl2 Κερκετίνη
-Fe3+
+Fe3+  
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Αρχικά, εξετάστηκε αν ο HIF-1 είναι µεταγραφικά ενεργός µετά από 4 ώρες επώασης 
των κυττάρων µε τους διάφορους επαγωγείς. Παρατηρήθηκε ότι έπειτα από τη 
διαµόλυνση των κυττάρων µε το πλασµίδιο pGL3-HIF4.2 και επώαση σε συνθήκες 
υποξίας, υπήρξε αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης κατά 1,5 
φορές σε σύγκριση µε τα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε φυσιολογικές 
συγκεντρώσεις οξυγόνου και η έκφραση του γονιδίου αναφοράς αυξήθηκε ελάχιστα 
όταν χρησιµοποιήθηκε περίσσεια κιτρικού σιδήρου. Στην περίπτωση της 
δεσφερριοξαµίνης η αύξηση στην έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης ήταν 
παρόµοια (1,5 φορά) και δεν επηρεάστηκε σηµαντικά από την περίσσεια κιτρικού 
σιδήρου. Στην περίπτωση του χλωριούχου κοβαλτίου παρατηρήθηκε αύξηση κατά 2 
φορές της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης παρουσία ή όχι περίσσειας 
κιτρικού σιδήρου. Τέλος, η κερκετίνη δεν αύξησε την  έκφραση του γονιδίου της 
λουσιφεράσης, αλλά αντίθετα τα επίπεδα της έκφρασης, παρουσία ή απουσία 
κιτρικού σιδήρου ήταν ελαφρώς χαµηλότερα των κυττάρων µαρτύρων. Το 
µεταλλαγµένο πλασµίδιο pGL3-HIFmut2.4 έδωσε, σε όλες τις συνθήκες, τιµές 
µικρότερες από το pGL3-HIF4.2 και παρόµοιες µε τα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν 
απουσία επαγωγέα για 4 ώρες (Σχήµα 26Α), γεγονός που υποδηλώνει ότι η 
ενεργότητα του HIF-1, αν και µικρή, εξαρτάται από την ύπαρξη HRE.  
Για να επιβεβαιώσουµε ότι η παρατηρούµενη µικρή εξαρτώµενη από τον HIF-
1 µεταγραφική ενεργότητα δεν οφείλεται στο γεγονός ότι τα κύτταρα εκτέθηκαν 
στους επαγωγείς για σύντοµο χρονικό διάστηµα (4 ώρες), επαναλάβαµε τα πειράµατα 
και έγινε έλεγχος των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης έπειτα από 
20 ώρες επώασης των κυττάρων µόνο σε συνθήκες υποξίας ή παρουσία χλωριούχου 
κοβαλτίου. Τα αποτελέσµατα δε διέφεραν σηµαντικά, αφού παρατηρήθηκαν οι ίδιες 
τιµές αύξησης της έκφρασης του γονιδίου αναφοράς (Σχήµα 26Β). Εποµένως, 
συµπεραίνουµε ότι η χαµηλή εξαρτώµενη από τον HIF-1 ενεργότητα δεν είναι 
αποτέλεσµα της βραχείας έκθεσης των διαµολυσµένων κυττάρων στους επαγωγείς, 
αλλά οφείλεται µάλλον στο συγκεκριµένο πλασµίδιο.     
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Σχήµα 26: Έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 σε κύτταρα HeLa µε χρήση του 
πλασµιδίου pGL3-HIF4.2. Έγινε διαµόλυνση των κυττάρων µε το πλασµίδιο pGL3-
HIF4.2 ή pGL3-HIFmut2.4 για 16 ώρες και έπειτα προστέθηκαν οι επαγωγείς για 4 ώρες 
(διάγραµµα Α) ή 20 ώρες (διάγραµµα Β). Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 
500µΜ 1 ώρα πριν τους επαγωγείς. Ακολούθησε λύση των κυττάρων και µέτρηση της 
ενεργότητας του γονιδίου της λουσιφεράσης σε λουµινόµετρο. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος 
τριών πειραµάτων, µε τρεις τιµές ανά συνθήκη σε κάθε πείραµα. 
 
Παρόµοιο µε τα προηγούµενα είναι το πλασµίδιο pGL3-EPO-HBE, το οποίο, 
επίσης, περιέχει 3 αντίγραφα των HRE του ενισχυτή του γονιδίου της 
ερυθροποιητίνης. Έγινε διαµόλυνση κυττάρων HeLa µε το πλασµίδιο αυτό και 
καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες υποξίας ή παρουσία χλωριούχου κοβαλτίου για 4 ή 20 
ώρες. Οι τιµές της αύξησης της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης, για άλλη 
µια φορά δεν ξεπερνούσαν σε καµιά συνθήκη τις 1,7 φορές σε σύγκριση µε τα 
κύτταρα που καλλιεργήθηκαν απουσία επαγωγέων (Σχήµα 27).  
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Σχήµα 27: Έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 σε κύτταρα HeLa µε χρήση του 
πλασµιδίου pGL3-EPO-HBE. Έγινε διαµόλυνση των κυττάρων µε το πλασµίδιο pGL3-
EPO-HBE για 16 ώρες και έπειτα προστέθηκαν οι επαγωγείς για 4 ώρες (διάγραµµα Α) ή 
20 ώρες (διάγραµµα Β). Οι τιµές της ενεργότητας του γονιδίου της λουσιφεράσης είναι ο 
µέσος όρος τριών πειραµάτων, µε τρεις τιµές ανά συνθήκη σε κάθε πείραµα. 
 
Τα αποτελέσµατα µε τη χρήση των προηγούµενων πλασµιδίων δεν ήταν 
ικανοποιητικά, καθώς οι τιµές της µεταγραφικής ενεργότητας ήταν χαµηλές. Για το 
λόγο αυτό, δοκιµάστηκε ένα διαφορετικό πλασµίδιο, το pGL3-5HRE-VEGF, το 
οποίο περιέχει 5 αντίγραφα των HRE του ενισχυτή του γονιδίου του VEGF. 
Παράλληλα, πραγµατοποιήθηκε η ίδια σειρά πειραµάτων χρησιµοποιώντας ως 
αρνητικό µάρτυρα πλασµίδιο µε το γονίδιο της λουσιφεράσης, αλλά χωρίς τα HRE, 
το pGL3-promoter. Έπειτα από τη διαµόλυνση των κυττάρων µε το πλασµίδιο pGL3-
5HRE-VEGF και επώαση σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου, υπήρξε δεκαπλάσια 
αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης σε σύγκριση µε τα κύτταρα 
που καλλιεργήθηκαν σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου και η έκφραση του 
γονιδίου αναφοράς ήταν ίδια παρουσία περίσσειας κιτρικού σιδήρου. Στην περίπτωση 
της δεσφερριοξαµίνης η αύξηση στην έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης ήταν 
περίπου 8 φορές, αλλά παρουσία περίσσειας κιτρικού σιδήρου µειώθηκε περίπου στις 
4 φορές. Στην περίπτωση του χλωριούχου κοβαλτίου παρατηρήθηκε περίπου 11 
φορές αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης παρουσία ή όχι 
περίσσειας κιτρικού σιδήρου. Τέλος, η κερκετίνη δεν αύξησε πάνω από 1,2 φορές την  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:05:02 EET - 137.108.70.7
 97 
έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης, αλλά παρατηρήθηκε ότι, ενώ παρουσία 
όλων των επαγωγέων η έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης του πλασµιδίου 
pGL3-promoter δεν αυξήθηκε, στην περίπτωση της κερκετίνης µειώθηκε σε επίπεδα 
χαµηλότερα από αυτά των φυσιολογικών κυττάρων (Σχήµα 28).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 28: Έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 σε κύτταρα HeLa µε χρήση του 
πλασµιδίου pGL3-5HRE-VEGF. Έγινε διαµόλυνση των κυττάρων µε το πλασµίδιο 
pGL3-5HRE-VEGF για 16 ώρες και έπειτα προστέθηκαν οι επαγωγείς για 4 ώρες. Οι 
τιµές είναι ο µέσος όρος τριών πειραµάτων, µε τρεις τιµές ανά συνθήκη σε κάθε πείραµα. 
Τα αποτελέσµατα της κερκετίνης δηµιούργησαν ορισµένα ερωτήµατα σχετικά 
µε τη δράση της κερκετίνης στην αναστολή της µεταγραφής. Γι’ αυτό, τα πειράµατα 
επαναλήφθηκαν χρησιµοποιώντας και µικρότερες συγκεντρώσεις κερκετίνης (50 και 
100 µΜ) και διαφορετικούς χρόνους επώασης των κυττάρων µε τον επαγωγέα (4 και 
16 ώρες). Βρήκαµε ότι η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 µε το πλασµίδιο pGL3-
5HRE-VEGF ήταν 60-120% αυτής των κυττάρων µαρτύρων (Σχήµα 29Α και Β), ενώ 
τα επίπεδα της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης του πλασµιδίου pGL3-
promoter ήταν 40-90% των κυττάρων µαρτύρων.  
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Σχήµα 29: Έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 που επάγεται από την κερκετίνη σε 
κύτταρα HeLa. Α, Β. Έγινε διαµόλυνση των κυττάρων µε το πλασµίδιο pGL3-5HRE-
VEGF για 16 ώρες. Στη συνέχεια, προστέθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις κερκετίνης 
και µετρήθηκε η έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης για 4 ώρες (Σχήµα 29Α) ή 16 
ώρες (Σχήµα 29Β). Γ. Έκφραση των αποτελεσµάτων της κερκετίνης του Σχήµατος 29Α 
ως λόγος της ενεργότητας που οφείλεται στο πλασµίδιο pGL3-5HRE-VEGF προς το 
πλασµίδιο pGL3-PROMOTER. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος τριών πειραµάτων, µε τρεις 
τιµές ανά συνθήκη σε κάθε πείραµα. 
 
Αν, λοιπόν, ληφθεί υπόψη η γενική µείωση στην έκφραση των γονιδίων που 
προκαλεί η κερκετίνη στα κύτταρα HeLa, προκύπτει το διάγραµµα του σχήµατος 19Γ 
όπου φαίνεται ότι επώαση µε 100µΜ κερκετίνη για 4 ώρες οδηγεί σε HRE-
εξαρτώµενη αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης κατά 2,8 φορές 
περίπου και ότι, παρουσία περίσσειας σιδήρου, η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 
που επάγεται από την κερκετίνη µειώνεται στο ήµισυ (Σχήµα 29), όπως και µε τη 
δεσφερριοξαµίνη (Σχήµα 28).   
 
3.4.2 Έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 σε κύτταρα HepG2 
Τα πειράµατα ελέγχου της εξαρτώµενης από τον HIF-1 µεταγραφικής 
ενεργότητας έγιναν και σε κύτταρα HepG2. Χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο pGL3-
5HRE-VEGF και ως αρνητικός µάρτυρας το πλασµίδιο µε το γονίδιο της 
λουσιφεράσης, αλλά χωρίς τα HRE, το pGL3-promoter. Μετά από τη διαµόλυνση 
των κυττάρων µε το πλασµίδιο pGL3-5HRE-VEGF και επώαση σε συνθήκες 
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υποξίας, παρατηρήθηκε αύξηση κατά 7 φορές της έκφρασης του γονιδίου της 
λουσιφεράσης σε σύγκριση µε τα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε φυσιολογικές 
συγκεντρώσεις οξυγόνου και η έκφραση του γονιδίου αναφοράς ήταν περίπου ίδια 
όταν χρησιµοποιήθηκε περίσσεια κιτρικού σιδήρου. Στην περίπτωση της 
δεσφερριοξαµίνης η αύξηση στην έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης ήταν 
περίπου κατά 6 φορές, αλλά παρουσία περίσσειας κιτρικού σιδήρου µειώθηκε 
περίπου στις 3,5 φορές. Στην περίπτωση του χλωριούχου κοβαλτίου είχαµε περίπου 
αύξηση κατά 7 φορές της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης και παρουσία 
περίσσειας κιτρικού σιδήρου παρατηρήθηκε µια µικρή µείωση στις 6 φορές. Τέλος, η 
κερκετίνη δεν αύξησε πάνω από 3 φορές περίπου την  έκφραση του γονιδίου της 
λουσιφεράσης, ενώ παρουσία περίσσειας κιτρικού σιδήρου µειώθηκε στις 1,5 φορές 
(Σχήµα 30) σε σχέση µε τα φυσιολογικά κύτταρα.  
Συµπεραίνουµε, ότι, σε γενικές γραµµές η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 
που επάγεται από την υποξία, τη δεσφερριοξαµίνη και το κοβάλτιο είναι παρόµοια 
στα κύτταρα HeLa και HepG2, ενώ ο HIF-1 που επάγεται από την κερκετίνη, αν και 
σηµαντικά λιγότερο ενεργός από τον HIF-1 που επάγεται από τις άλλες συνθήκες 
υποξικού στρες, είναι ελαφρώς δραστικότερος στα HepG2.  
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 30: Έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 σε κύτταρα HeLa µε χρήση του 
πλασµιδίου pGL3-5HRE-VEGF. Έγινε διαµόλυνση των κυττάρων µε το πλασµίδιο 
pGL3-5HRE-VEGF για 16 ώρες και έπειτα προστέθηκαν οι επαγωγείς για 4 ώρες. Ο 
κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν τους επαγωγείς. 
Ακολούθησε λύση των κυττάρων και µέτρηση της ενεργότητας του γονιδίου της 
λουσιφεράσης σε λουµινόµετρο. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος δυο πειραµάτων, µε τρεις 
τιµές ανά συνθήκη σε κάθε πείραµα. 
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3.5 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΣΧΕΣΗΣ ∆ΟΜΗΣ ΚΑΙ ∆ΡΑΣΗΣ ΤΩΝ 
ΦΛΑΒΟΝΟΕΙ∆ΩΝ ΣΤΗΝ ΕΠΑΓΩΓΗ ΤΟΥ HIF-1α  
Τα φλαβονοειδή είναι µια οµάδα ενώσεων µε ποικίλες διαφορετικές ιδιότητες. 
Το πρώτο φλαβονοειδές που µελετήθηκε στην παρούσα εργασία ήταν η κερκετίνη και 
τα αποτελέσµατα οδηγούν στο συµπέρασµα ότι επάγει τον HIF-1α λόγω 
συµπλοκοποίησης του σιδήρου που απαιτείται για τη δράση των προλυλο-
υδροξυλασών. Η κερκετίνη είναι ένα φλαβονοειδές, το οποίο εξαιτίας της δοµής του 
έχει ικανότητα ισχυρής δέσµευσης του σιδήρου. Για να διερευνηθεί η σχέση της 
δοµής µε τη δράση των φλαβονοειδών, δοκιµάστηκε µια σειρά φλαβονοειδών µε 
διαφορετική ικανότητα δέσµευσης του σιδήρου και µελετήθηκαν τα χαρακτηριστικά 
της επαγωγής του HIF-1α.    
 
3.5.1 Χαρακτηριστικά της δοµής των φλαβονοειδών  
 Τα φλαβονοειδή είναι πολυφαινολικές ενώσεις που διακρίνονται σε διάφορες 
οµάδες, αλλά όλες έχουν µια κοινή δοµή, που φαίνεται στο Σχήµα 31Α. 
Αντικαταστάσεις στο δακτύλιο C ορίζουν τις διάφορες τάξεις των φλαβονοειδών και 
αντικαταστάσεις στους άλλους δακτυλίους τα διάφορα µέλη της κάθε τάξης [167].  
Η κερκετίνη ανήκει στην τάξη των φλαβονών και θεωρείται ένα από τα πιο 
ικανά αντιοξειδωτικά µόρια. Η κερκετίνη διαθέτει 3 πιθανές θέσεις συµπλοκοποίησης 
κατιόντων (γειτονικές οµάδες ΟΗ), µια στο δακτύλιο Β, µια στο δακτύλιο C και µια 
µεταξύ του δακτυλίου Α και C. Έχει υπολογιστεί ότι η ικανότητα συµπλοκοποίησης 
του σιδήρου είναι µεγαλύτερη στην θέση που βρίσκεται στον Β δακτύλιο µε έναν 
συντελεστή logβ ίσο µε 20,87 [167]. Στη θέση αυτή υπάρχουν δυο ΟΗ, κάτι που 
διαφέρει από τις υπόλοιπες θέσεις (Σχήµα 31Β). Ο συντελεστής logβ είναι ο 
λογάριθµος του συντελεστή σταθερότητας του συµπλόκου φλαβονοειδούς-σιδήρου.  
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Σχήµα 31: Α. Χηµική δοµή φλαβονοειδών, όπου φαίνονατι οι 3 δακτύλιοι που είναι κοινοί σε όλα τα 
φλαβονοειδή.  
  Β. Χηµική δοµή κερκετίνης. Η κερκετίνη διαθέτει 3 θέσεις δέσµευσης του σιδήρου µε 
διαφορετικά logβ. Η ισχυρότερη δέσµευση παρατηρείται στη θέση που βρίσκεται στο Β 
δακτύλιο [168].   
 
 Με βάση την παρατήρηση αυτή για την ικανότητα δέσµευσης του σιδήρου 
στην κερκετίνη και αρχικά πειράµατα που είχαν πραγµατοποιηθεί µε φλαβονοειδή 
στο εργαστήριο διατυπώθηκε η υπόθεση ότι η επαγωγή του HIF-1α από τα 
φλαβονοειδή ορίζεται από 2 ιδιότητες: από την δυνατότητα παθητικής διάχυσης µέσω 
των κυτταρικών µεµβρανών, που ορίζεται από το συντελεστή λιποφιλικότητας logP 
και από την ικανότητα συµπλοκοποίησης του σιδήρου. ∆οκιµάστηκε, λοιπόν,  µια 
σειρά φλαβονοειδών µε διαφορετική δοµή, όπως φαίνεται στο Σχήµα 32 και 
διαφορετική λιποφιλικότητα (Πίνακας 1) και έγινε πρόβλεψη της επαγωγής του HIF-
1α µε βάση τη σιδηροδεσµευτική ικανότητα και λιποφιλικότητά τους.  
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Σχήµα 32: Χηµική δοµή φλαβονοειδών που χρησιµοποιήθηκαν για επαγωγή του HIF-1α.  Σε 
κύκλο τονίζονται οι πιθανές θέσεις συµπλοκοποίησης του σιδήρου στο Β δακτύλιο 
(δακτύλιος Α στην περίπτωση της µπαϊκαλείνης). 
 
 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 1: Λιποφιλικότητα φλαβονοειδών που χρησιµοποιήθηκαν και πρόβλεψη επαγωγής του 
HIF-1α λαµβάνοντας υπόψη και τη δοµή τους από Σχήµα 31.  
 
logP = λογάριθµος συντελεστή κατανοµής οκτανόλης / νερού.  
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3.5.2 Προσδιορισµός βέλτιστης συγκέντρωσης φλαβονοειδών για έκφραση του 
HIF-1α σε κύτταρα HeLa 
 Αρχικά έγιναν κάποια πειράµατα ώστε να προσδιοριστεί η βέλτιστη 
συγκέντρωση των φλαβονοειδών, στην οποία παρατηρείται έντονη έκφραση της 
πρωτείνης HIF-1α. Τα φλαβονοειδή προστέθηκαν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις, 
από 50-200µΜ σε κύτταρα HeLa για 4 ώρες. 
  
  
 
 
 
ΦΛΑΒΟΝΟΕΙ∆Η ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ 
ΣΥΜΠΛΟΚΟΠΟΙΗΣΗΣ  
ΤΟΥ ΣΙ∆ΗΡΟΥ  
logP ΠΡΟΒΛΕΨΗ 
ΕΠΑΓΩΓΗΣ  
HΙF-1α   
Κερκετίνη 
(Quercetin) 
++ 2.26 ναι 
Φισετίνη (Fisetin) ++ 2.2 ναι 
Μπαϊκαλείνη 
(Baicalein) 
+++ 1.31 ναι 
Λουτεολίνη 
(Luteolin) 
++ 2.05 ναι 
Εριοδικτυόλη 
(Eriodictyol) 
++ 1.55 ναι 
Ταξιφολίνη 
(Taxifolin) 
++ 0.25 όχι 
Ρουτίνη (Rutin) ++ - 0.4 όχι 
Καµφερόλη 
(Kaempferol) 
+ 2.72 όχι 
Χλωριούχος 
κυανιδίνη 
(Cyanidine chloride) 
++ 0 ; 
CTL                     Λουτεολίνη
50           100           200 µΜ
HIF-1α
ακτίνη
Φισετίνη
50         100       200     µΜ
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Σχήµα 33: Ανάλυση κατά Western της δοσοεξαρτώµενης επαγωγής του HIF-1α σε κύτταρα 
HeLa. Τα φλαβονοειδή χρησιµοποιήθηκαν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις για 4 ώρες και 
ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών όπως περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. Η 
φόρτωση ίσων ποσοτήτων πρωτεϊνών επιβεβαιώθηκε µε αντίσωµα έναντι της ακτίνης. Τα 
αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά δυο ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
Από τα φλαβονοειδή που χρησιµοποιήθηκαν, δεν παρατηρήθηκε επαγωγή του 
HIF-1α από τη ρουτίνη, την καµφερόλη, την ταξιφολίνη και τη χλωριούχο κυανιδίνη.  
Στην περίπτωση της λουτεολίνης, ο HIF-1α επαγόταν µε τη χρήση 50µΜ, η επαγωγή 
ήταν µεγαλύτερη χρησιµοποιώντας 100µΜ, αλλά δεν επαγόταν µε 200µΜ. Το 
πρότυπο αυτό έκφρασης του HIF-1α είναι παρόµοιο µε αυτό που είχαµε µε τη χρήση 
διαφορετικών συγκεντρώσεων κερκετίνης (Σχήµα 11Γ). Στην περίπτωση του 
φισετίνης, παρατηρήθηκε ότι µε τη χρήση 50µM η επαγωγή του HIF-1α ήταν µικρή 
και η καλύτερη επαγωγή της πρωτείνης επιτεύχθηκε µε τη χρήση 100µΜ, ενώ 
µειώθηκε µε τη χρήση 200µΜ. Χρησιµοποιώντας διαφορετικές συγκεντρώσεις 
µπαϊκαλείνης, παρατηρήθηκε ότι ο HIF-1α επαγόταν µε τη χρήση 100µΜ και ήταν 
µέγιστος µε τη χρήση 200µΜ.  Τέλος, στην περίπτωση της εριοδικτυόλης, υπήρχε µια 
µικρή επαγωγή του HIF-1α µε τη χρήση 200µΜ (Σχήµα 33).  
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Παρατηρώντας τη δοµή των φλαβονοειδών (Σχήµα 32) και λαµβάνοντας 
υπόψη την ικανότητα διάχυσής τους µέσω των µεµβρανών (Πίνακας 1) βγαίνει το 
συµπέρασµα ότι τα φλαβονοειδή που επάγουν τον HIF-1α είναι όντως αυτά που 
συνδυάζουν ισχυρή συµπλοκοποίηση του σιδήρου και µεγάλη λιποφιλικότητα (logP 
~ 2), γεγονός που επιβεβαιώνει τις προβλέψεις µας.  
 
3.5.3 Χρονοεξαρτώµενη επίδραση των φλαβονοειδών στην έκφραση του HIF-1α 
σε κύτταρα HeLa 
 Αφού προσδιορίστηκε η βέλτιστη συγκέντρωση του κάθε φλαβονοειδούς,  
επιχειρήθηκε να γίνει σύγκριση των χαρακτηριστικών της επαγωγής του HIF-1α από 
τις ενώσεις αυτές και τους επαγωγείς που είχαν µελετηθεί ως τώρα.  Για το λόγο 
αυτό, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα κινητικής της επαγωγής του HIF-1α µε τα τρία 
φλαβονοειδή που βρήκαµε ότι επάγουν τον HIF-1α, σε συγκέντρωση 100µΜ.  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 34: Ανάλυση κατά Western της κινητικής της επαγωγής του HIF-1α σε κύτταρα HeLa. 
Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν για διαφορετικούς χρόνους παρουσία λουτεολίνης (100µΜ), 
φισετίνης (100µΜ) ή µπαϊκαλείνης (100µΜ). Η φόρτωση ίσων ποσοτήτων πρωτεϊνών 
επιβεβαιώθηκε µε αντίσωµα έναντι της ακτίνης. Τα αποτελέσµατα είναι 
αντιπροσωπευτικά δυο ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
Παρουσία λουτεολίνης, ο HIF-1α ήταν ανιχνεύσιµος από την 2η ώρα, 
εκφραζόταν µέγιστα στις 4-8 ώρες και µειωνόταν σε µη ανιχνεύσιµα επίπεδα στις 24 
και 48 ώρες. Παρουσία φισετίνης ή µπαϊκαλείνης, η επαγωγή του HIF-1α ήταν 
Χρόνος (ώρες)
1           2            4                 8           24      48  
HIF-1α
ακτίνη
Λουτεολίνη
HIF-1α
ακτίνη
Φισετίνη  
Μπαϊκαλείνη  
HIF-1α
ακτίνη
1          2          3          4          5          6 
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ανιχνεύσιµη νωρίτερα (στην 1η ώρα), αλλά έπαυε να είναι ανιχνεύσιµη στις 24 και 48 
ώρες (Σχήµα 34). Σε γενικές γραµµές, λοιπόν, η κινητική της επαγωγής του HIF-1α 
από τη λουτεολίνη, φισετίνη και µπαϊκαλείνη είναι παρόµοια µε αυτή της κερκετίνης 
(Σχήµα 12). 
 
3.5.4 Επίδραση της περίσσειας σιδήρου στην επαγωγή του HIF-1α από διάφορα 
φλαβονοειδή σε κύτταρα HeLa  
 Τα αρχικά πειράµατα µε τη χρήση της κερκετίνης είχαν οδηγήσει στην 
υπόθεση ότι η κερκετίνη, και πιθανόν τα άλλα φλαβονοειδή που επάγουν τον HIF-1α, 
δρουν µέσω συµπλοκοποίησης του σιδήρου. Για να διερευνηθεί αυτός ο µηχανισµός 
δράσης των φλαβονοειδών, χρησιµοποιήθηκαν 500µΜ κιτρικού σιδήρου 1 ώρα πριν 
την προσθήκη 100µΜ λουτεολίνης, φισετίνης ή µπαϊκαλείνης στα κύτταρα. 
Παρατηρήθηκε ότι σε όλες τις περιπτώσεις, η προσθήκη περίσσειας κιτρικού 
σιδήρου, όντως, αναίρεσε την επαγωγή του HIF-1α από τα φλαβονοειδή (Σχήµα 35).  
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 35: Επίδραση της περίσσειας σιδήρου στην έκφραση του HIF-1α σε κύτταρα HeLa. Τα 
κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία λουτεολίνης (100µΜ), φισετίνης (100µΜ) 
ή µπαϊκαλείνης (100µΜ). Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα 
πριν την προσθήκη των φλαβονοειδών. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών κατά 
Western. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά δυο ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
3.5.5 Μέτρηση των ενδοκυττάριων επιπέδων ελεύθερου σιδήρου παρουσία 
διαφόρων φλαβονοειδών σε κύτταρα HeLa 
 Έχοντας µελετήσει την επίδραση του σιδήρου στην επαγωγή του HIF-1α από 
τα φλαβονοειδή, προσδιορίστηκαν τα επίπεδα ελεύθερου σιδήρου στο εσωτερικό των 
κυττάρων HeLa παρουσία ή απουσία των φλαβονοειδών λουτεολίνη, φισετίνη ή 
µπαϊκαλείνη. Ο προσδιορισµός έγινε µε τη χρήση της καλσεϊνης και µικροσκοπίου 
φθορισµού. Παρατηρήθηκε ότι σε κύτταρα HeLa, στα οποία δεν είχε γίνει προσθήκη 
επαγωγέων, τα επίπεδα φθορισµού της καλσεϊνης ήταν πολύ χαµηλά εξαιτίας των 
υψηλών επιπέδων ελεύθερου σιδήρου. Στα κύτταρα που είχαν κατεργαστεί για 4 ώρες 
Λουτεολίνη Φισετίνη          Μπαϊκαλείνη
Fe3+              - +                        - +                   - +
HIF-1α
ακτίνη
1             2           3            4            5           6
-          +            -           +         -          + 
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µε τα διάφορα φλαβονοειδή, υπήρχε αύξηση του φθορισµού και εποµένως ο 
ελεύθερος σίδηρος ήταν µειωµένος. Όπως αναµενόταν, η προσθήκη περίσσειας 
κιτρικού σιδήρου παρουσία φλαβονοειδών στα κύτταρα µείωσε τα επίπεδα του 
φθορισµού (Σχήµα 36).  
 Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν ότι τόσο η λουτεολίνη, όσο και η 
φισετίνη και η µπαϊκαλείνη συµπλοκοποιούν το σίδηρο στο εσωτερικό των κυττάρων 
HeLa και η ικανότητά τους αυτή σχετίζεται πιθανόν µε την αναστολή των προλυλο-
υδροξυλασών και τη σταθεροποίηση του HIF-1α. Αντίστοιχη διαπίστωση είχε γίνει 
και µε την κερκετίνη (Σχήµα 24).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 36: Προσδιορισµός ενδοκυττάριων επιπέδων ελεύθερου σιδήρου σε κύτταρα HeLa. Τα 
κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες παρουσία λουτεολίνης, φισετίνης ή µπαϊκαλείνης. Ο 
κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα πριν τους επαγωγείς. 
Ακολούθησε προσθήκη 1µΜ καλσεϊνης για 30 λεπτά, µονιµοποίηση των κυττάρων σε 
καλυπτρίδες και παρατήρηση στο µικροσκόπιο φθορισµού. Τα αποτελέσµατα είναι 
αντιπροσωπευτικά δύο ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
Φισετίνη
Λουτεολίνη
Μπαϊκαλείνη
DAPI               καλσείνη DAPI καλσείνη
CTL
- Fe3+ + Fe3+
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:05:02 EET - 137.108.70.7
 108 
3.5.6 Έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 που επάγεται από τα 
φλαβονοειδή σε κύτταρα HeLa 
 Αφού µελετήθηκε η επαγωγή του HIF-1α από τα φλαβονοειδή και η επίδραση 
της περίσσειας σιδήρου στα επίπεδά του σε κύτταρα HeLa, το επόµενο ερώτηµα ήταν 
αν ο επαγόµενος HIF-1 είναι µεταγραφικά ενεργός σε όλες τις περιπτώσεις. Για το 
σκοπό αυτό, έγινε διαµόλυνση κυττάρων HeLa µε πλασµιδιακή κατασκευή που 
περιέχει στοιχεία απόκρισης στην υποξία (HRE) πριν από το γονίδιο αναφοράς της 
λουσιφεράσης και µετρήθηκε η ενεργότητα του ενζύµου της λουσιφεράσης. Το 
πλασµίδιο αυτό είναι το pGL3-5HRE-VEGF, το οποίο περιέχει 5 αντίγραφα των 
HRE του ενισχυτή του γονιδίου του VEGF. Παράλληλα, πραγµατοποιήθηκε η ίδια 
σειρά πειραµάτων χρησιµοποιώντας ως αρνητικό µάρτυρα πλασµίδιο µε το γονίδιο 
της λουσιφεράσης, αλλά χωρίς τα HRE, το pGL3-promoter. Όπως και στην 
περίπτωση της κερκετίνης, τα αποτελέσµατα εκφράστηκαν ως λόγος της έκφρασης 
του γονιδίου της λουσιφεράσης στο πλασµίδιο pGL3-5HRE-VEGF προς την 
έκφραση του ίδιου γονιδίου στο πλασµίδιο pGL3-promoter. Παρουσία λουτεολίνης  
υπήρξε 3 φορές αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης σε σύγκριση 
µε τα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου και η 
έκφραση του γονιδίου αναφοράς ήταν στα επίπεδα των κυττάρων µαρτύρων, όταν 
χρησιµοποιήθηκε περίσσεια κιτρικού σιδήρου. Παρουσία φισετίνης, υπήρξε 2 φορές 
αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης και αυτή η εικόνα δεν άλλαξε 
ιδιαίτερα παρουσία περίσσειας κιτρικού σιδήρου. Παρουσία µπαϊκαλείνης ή 
εριοδικτυόλης, η εικόνα ήταν παρόµοια µε αυτή της λουτεολίνης, µε 2 φορές αύξηση 
της έκφρασης του γονιδίου αναφοράς και µηδενική αύξηση παρουσία περίσσειας 
κιτρικού σιδήρου (Σχήµα 37). 
 Τα αποτελέσµατα αυτά αποδεικνύουν ότι, όπως και µε την κερκετίνη, ο HIF-
1α που επάγεται από τη λουτεολίνη, φισετίνη, µπαϊκαλείνη και εριοδικτυόλη είναι 
µεταγραφικά ενεργός, η ενεργότητά του εξαρτάται από τα HRE και αναιρείται 
παρουσία σιδήρου σε όλες τις περιπτώσεις εκτός της φισετίνης. Επιπλέον, τα 
αποτελέσµατα µε την εριοδικτυόλη υποδεικνύουν ότι δεν υπάρχει αντιστοιχία 
ανάµεσα στα επίπεδα του HIF-1α και τη µεταγραφική του ενεργότητα. 
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Σχήµα 37: Έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 σε κύτταρα HeLa µε χρήση του 
πλασµιδίου pGL3-5HRE-VEGF. Έγινε διαµόλυνση των κυττάρων µε το πλασµίδιο 
pGL3-5HRE-VEGF ή pGL3-promoter για 16 ώρες και έπειτα προστέθηκαν τα 
φλαβονοειδή για 4 ώρες. Ο κιτρικός σίδηρος προστέθηκε σε συγκέντρωση 500µΜ 1 ώρα 
πριν τα φλαβονοειδή. Ακολούθησε λύση των κυττάρων και µέτρηση της ενεργότητας του 
γονιδίου της λουσιφεράσης σε λουµινόµετρο. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος τριών 
πειραµάτων, µε τρεις τιµές ανά συνθήκη σε κάθε πείραµα. Στο διάγραµµα 
περιλαµβάνονται και οι τιµές που είχαν ληφθεί µε τη χρήση κερκετίνης. 
 
 Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων µε τη χρήση των φλαβονοειδών 
παρουσιάζονται συγκεντρωτικά στον Πίνακα 2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 2: Συγκεκτρωτικά αποτελέσµατα πειραµάτων µε τα φλαβονοειδή.  
∆Π = δεν προσδιορίστηκε 
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3.6 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΕΠΑΓΩΓΕΩΝ ΤΟΥ 
ΥΠΟΞΙΚΟΥ ΣΤΡΕΣ ΚΑΙ ΤΗΣ ΠΕΡΙΣΣΕΙΑΣ ΣΙ∆ΗΡΟΥ ΣΤΗΝ 
ΕΠΙΒΙΩΣΗ ΚΑΙ ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ  
 Όπως προαναφέρθηκε στην Εισαγωγή, ο επαγόµενος HIF-1α βοηθάει τα 
κύτταρα να προσαρµοστούν στο υποξικό στρες. Για να µελετηθεί η επίδραση των 
διαφόρων επαγωγέων στην επιβίωση και τη δυνατότητα πολλαπλασιασµού των 
κυττάρων και αν υπάρχει συσχέτιση µεταξύ των επιπέδων της έκφρασης του HIF-1α 
στα κύτταρα και του ρυθµού πολλαπλασιασµού τους, χρησιµοποιήθηκαν οι 
ΦΛΑΒΟΝΟΕΙ∆Η ΠΡΟΒΛΕΨΗ  
ΕΠΑΓΩΓΗΣ  
HΙF-1α   
ΕΠΑΓΩΓΗ  
HIF-1α  
ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
ΕΠΑΓΟΜΕΝΟΥ  
HIF-1 
∆ΟΚΙΜΑΣΙΑ 
ΚΑΛΣΕΪΝΗΣ  
Κερκετίνη 
(Quercetin) 
ναι ναι + ναι 
Φισετίνη (Fisetin) ναι ναι + ναι 
Μπαϊκαλείνη 
(Baicalein) 
ναι ναι + ναι 
Λουτεολίνη 
(Luteolin) 
ναι ναι + ναι 
Εριοδικτυόλη 
(Eriodictyol) 
ναι ναι; + ∆Π 
Ταξιφολίνη 
(Taxifolin) 
όχι όχι ∆Π ∆Π 
Ρουτίνη (Rutin) όχι όχι ∆Π ∆Π 
Καµφερόλη 
(Kaempferol) 
όχι όχι ∆Π ∆Π 
Χλωριούχος 
κυανιδίνη 
(Cyanidine 
chloride) 
; όχι ∆Π ∆Π 
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επαγωγείς του HIF-1α και µετρήθηκε ο αριθµός των κυττάρων και η ενσωµάτωση 
ραδιενεργής θυµιδίνης σε διάφορα χρονικά διαστήµατα.  
 
3.6.1 Έλεγχος πολλαπλασιασµού κυττάρων HeLa παρουσία των επαγωγέων του 
υποξικού στρες  
 Αρχικά εξετάστηκε αν οι διάφοροι επαγωγείς υποξικού στρες είναι τοξικοί για 
τα κύτταρα ΗeLa και αν τα κύτταρα διατηρούν την ικανότητά τους να 
πολλαπλασιάζονται µετά από επώαση και αποµάκρυνση των επαγωγέων από αυτά. 
Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες νορµοξίας ή υποξίας ή παρουσία 
δεσφερριοξαµίνης, χλωριούχου κοβαλτίου ή κερκετίνης και προσδιορίστηκε ο 
αριθµός τους σε διάφορους χρόνους. Επιπλέον, τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν 
παρουσία καθενός από τους επαγωγείς για 4, 12 ή 24 ώρες και για το υπόλοιπο των 
ωρών µέχρι τις 48 ώρες ο επαγωγέας αφαιρέθηκε, έγινε προσθήκη φρέσκου 
θρεπτικού υλικού και ο αριθµός των κυττάρων προσδιορίστηκε στις 48 ώρες. 
Παρατηρήθηκε ότι σε συνθήκες νορµοξίας, τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται κάθε 18 
ώρες περίπου (Σχήµα 38Α). Όταν τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες υποξίας, 
οι αριθµοί των κυττάρων δε διέφεραν σηµαντικά από αυτούς των κυττάρων σε 
φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου µέχρι και τις 48 ώρες (Σχήµα 38Β). 
Καλλιέργεια των κυττάρων παρουσία δεσφερριοξαµίνης οδήγησε σε αναστολή του 
πολλαπλασιασµού των κυττάρων, καλλιέργεια παρουσία κοβαλτίου σε µείωση του 
ρυθµού πολλαπλασιασµού στο 50% περίπου των κυττάρων µαρτύρων, ενώ 
καλλιέργεια παρουσία κερκετίνης για περισσότερο από 12 ώρες ήταν εκτός από 
κυτταροστατική και κυτταροτοξική. Η αφαίρεση της δεσφερριοξαµίνης, ακόµη και 
µετά από παραµονή της για 24 ώρες, επανέφερε το ρυθµό πολλαπλασιασµού των 
κυττάρων περίπου στα φυσιολογικά επίπεδα (Σχήµα 38Γ). Το ίδιο παρατηρήσαµε και 
στην περίπτωση του χλωριούχου κοβαλτίου (Σχήµα 38∆) και της κερκετίνης (Σχήµα 
38Ε). Εποµένως, σε αντίθεση µε την υποξία, οι «µιµητές της υποξίας» µειώνουν τον 
πολλαπλασιασµό των κυττάρων HeLa. Ωστόσο, επώαση των κυττάρων για 24 ώρες 
παρουσία δεσφερριοξαµίνης ή χλωριούχου κοβαλτίου δεν οδηγεί σε µη αντιστρεπτές 
κυτταρικές αλλαγές, αφού η αφαίρεση των επαγωγέων από το µέσο καλλιέργειας 
επιτρέπει στα κύτταρα να πολλαπλασιάζονται µε φυσιολογικούς ρυθµούς. Το ίδιο 
ισχύει και για τα κύτταρα που επιβίωσαν έπειτα από 24 ώρες παρουσία κερκετίνης.  
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Σχήµα 38: Επίδραση του υποξικού στρες στην επιβίωση και πολλαπλασιασµό των κυττάρων 
HeLa. Κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες νορµοξίας (Α) ή υποξίας (Β) ή 
επωάστηκαν µε δεσφερριοξαµίνη (Γ) ή χλωριούχο κοβάλτιο (∆) ή κερκετίνη (Ε). Στο Γ-Ε, 
ο επαγωγέας αφαιρέθηκε µετά από 4, 12 ή 24 ώρες και έγινε µέτρηση του αριθµού των 
κυττάρων µετά από συνολικά 48 ώρες. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος δυο ανεξάρτητων 
πειραµάτων.  
 
 
3.6.2 Επίδραση της περίσσειας σιδήρου στην επιβίωση και πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων HeLa παρουσία των επαγωγέων του υποξικού στρες  
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Είναι γνωστό ότι ο σίδηρος είναι απαραίτητος για το µεταβολισµό και την 
αύξηση των κυττάρων. Επειδή η δεσφερριοξαµίνη, η κερκετίνη και πιθανόν το 
κοβάλτιο επηρεάζουν τη διαθεσιµότητα του σιδήρου στο κύτταρο, τα παραπάνω 
πειράµατα επαναλήφθηκαν σε κύτταρα HeLa που καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες 
υποξίας (1% Ο2) ή παρουσία δεσφερριοξαµίνης, χλωριούχου κοβαλτίου ή κερκετίνης, 
παρουσία ή απουσία περίσσειας κιτρικού σιδήρου (500µΜ) και µετρήθηκε ο αριθµός 
των ζωντανών κυττάρων σε διάφορους χρόνους. Παρατηρήθηκε ότι η παρουσία 
περίσσειας κιτρικού σιδήρου δεν επηρέασε την επιβίωση και πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων HeLa σε συνθήκες νορµοξίας ή υποξίας (Σχήµα 39Α, 39Β). Παρουσία 
150µΜ δεσφερριοξαµίνης επιβεβαιώθηκε ότι ο αριθµός των κυττάρων δεν αυξήθηκε 
στις 24 και στις 48 ώρες. Η προσθήκη περίσσειας κιτρικού σιδήρου επανέφερε τον 
αριθµό των κυττάρων στα φυσιολογικά επίπεδα (80% των CTL στις 48 ώρες), 
υποδηλώνοντας τη σηµασία του σιδήρου για τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων 
HeLa (Σχήµα 39Γ). Παρουσία 150µΜ χλωριούχου κοβαλτίου, ο ρυθµός 
πολλαπλασιασµού των κυττάρων ήταν µειωµένος και η προσθήκη περίσσειας 
κιτρικού σιδήρου επανέφερε για άλλη µια φορά τον αριθµό των κυττάρων περίπου 
στα φυσιολογικά επίπεδα (80% των CTL στις 48 ώρες) (Σχήµα 39∆). Τέλος, στην 
περίπτωση της κερκετίνης (100µΜ) ο αριθµός των κυττάρων ήταν ήδη σηµαντικά 
µειωµένος στις 24 ώρες, ενώ η προσθήκη περίσσειας κιτρικού σιδήρου επανέφερε τον 
αριθµό των κυττάρων περίπου στα φυσιολογικά επίπεδα (70% των CTL στις 48 
ώρες) (Σχήµα 39Ε).  
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Σχήµα 39: Επίδραση περίσσειας σιδήρου στον αριθµό κυττάρων HeLa παρουσία διαφόρων 
επαγωγέων. Κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν απουσία επαγωγέων (Α) ή σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις οξυγόνου (Β) ή παρουσία δεσφερριοξαµίνης (Γ), χλωριούχου κοβαλτίου 
(∆) ή κερκετίνης (Ε) για 24 ή 48 ώρες και µετρήθηκε ο αριθµός των ζωντανών κυττάρων. 
Οι τιµές είναι ο µέσος όρος τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
 Έχοντας επιβεβαιώσει ότι η µείωση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού από 
τους «µιµητές της υποξίας» αναιρείται µε την προσθήκη περίσσειας εξωγενούς 
σιδήρου, εξετάσαµε αν το ίδιο συµβαίνει µε την προσθήκη ασκορβικού οξέος, το 
οποίο, όπως δείξαµε, αυξάνει τα επίπεδα του ελεύθερου ενδοκυττάριου σιδήρου.  
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Σχήµα 40: Επίδραση ασκορβικού οξέος στον αριθµό κυττάρων HeLa παρουσία διαφόρων 
επαγωγέων. Κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν µε ή χωρίς 100µΜ ασκορβικού οξέος 
απουσία επαγωγέων (Α) ή σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου (Β) ή παρουσία 
δεσφερριοξαµίνης (Γ), χλωριούχου κοβαλτίου (∆) ή κερκετίνης (Ε) για 24 ή 48 ώρες και 
µετρήθηκε ο αριθµός των ζωντανών κυττάρων. Οι τιµές είναι ο µέσος όρος τριών 
ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
Τα αποτελέσµατα αποδεικνύουν ότι σε αντίθεση µε την περίσσεια σιδήρου, η 
προσθήκη ασκορβικού οξέος δεν επαναφέρει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό σε 
κύτταρα HeLa παρουσία δεσφερριοξαµίνης, κοβαλτίου ή κερκετίνης (Σχήµα 40). Η 
δράση αυτή του ασκορβικού οξέος στον πολλαπλασιασµό των κυττάρων HeLa 
διαφέρει από τη δράση του στην επαγωγή του HIF-1α από τους «µιµητές της 
υποξίας», όπου όπως δείξαµε (Σχήµα 22) το ασκορβικό οξύ αναιρεί, όπως η 
περίσσεια σιδήρου, την έκφραση του HIF-1α. 
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Ο πολλαπλασιασµός των κυττάρων HeLa µελετήθηκε και µε τη σύνθεση 
DNA, µε µέτρηση της ενσωµάτωσης ραδιενεργής θυµιδίνης. Κύτταρα HeLa 
καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες υποξίας (1% Ο2) ή παρουσία δεσφερριοξαµίνης, 
χλωριούχου κοβαλτίου ή κερκετίνης για 4, 24 και 48 ώρες παρουσία ή απουσία 
περίσσειας κιτρικού σιδήρου και µετρήθηκε η ενσωµάτωση ραδιενεργής θυµιδίνης 
στα κύτταρα. Όταν τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες υποξίας παρουσία ή 
απουσία περίσσειας κιτρικού σιδήρου, η ενσωµάτωση θυµιδίνης και εποµένως ο 
ρυθµός σύνθεσης DNA των κυττάρων δε διέφερε από τα κύτταρα που 
καλλιεργήθηκαν σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου (Σχήµα 41Β). Παρουσία 
150µΜ δεσφερριοξαµίνης τόσο σε 24 όσο και σε 48 ώρες, η ενσωµάτωση θυµιδίνης 
ήταν 50% σε σύγκριση µε τα φυσιολογικά κύτταρα. Η προσθήκη περίσσειας κιτρικού 
σιδήρου επανέφερε το ρυθµό σύνθεσης του DNA σε φυσιολογικά περίπου επίπεδα 
(Σχήµα 41Γ). Στα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν παρουσία 150µΜ χλωριούχου 
κοβαλτίου η ενσωµάτωση θυµιδίνης ήταν περίπου το 20% των φυσιολογικών τιµών 
στις 24 ώρες και ακόµη χαµηλότερη στις 48 ώρες. Για άλλη µια φορά, η προσθήκη 
περίσσειας κιτρικού σιδήρου επανέφερε το ρυθµό σύνθεσης του DNA σε 
φυσιολογικά περίπου επίπεδα (Σχήµα 41∆). Παρουσία 100µΜ κερκετίνης, η 
ενσωµάτωση θυµιδίνης στις 4 ώρες ήταν 8% των φυσιολογικών τιµών, αλλά στις 24 
ώρες ήταν περίπου 20% των φυσιολογικών τιµών και στις 48 ώρες περίπου 30% των 
φυσιολογικών τιµών, ενώ προσθήκη 500µΜ κιτρικού σιδήρου επανέφερε το ρυθµό 
σύνθεσης του DNA.  
Η επίδραση της κερκετίνης στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό διερευνήθηκε 
περαιτέρω. Η προσθήκη 20-100µΜ κερκετίνης στα κύτταρα οδήγησε σε µια 
δοσοεξαρτώµενη µείωση της ενσωµάτωσης ραδιενεργής θυµιδίνης. Προσθήκη 
100µΜ κιτρικού σιδήρου παρουσία 100µΜ κερκετίνης επανέφερε το ρυθµό σύνθεσης 
του DNA στο 50% στις 24 ώρες και στο 70% στις 48 ώρες, ενώ προσθήκη 500µΜ 
κιτρικού σιδήρου, όπως φαίνεται και στο Σχήµα 41Ε, επανέφερε το ρυθµό σύνθεσης 
στο 90% στις 24 ώρες ως και περίπου 100% στις 48 ώρες (Σχήµα 41). 
 Λαµβάνοντας υπόψη τα αποτελέσµατα από τη µέτρηση του αριθµού των 
κυττάρων HeLa και από τη µέτρηση της ενσωµάτωσης ραδιενεργής θυµιδίνης 
συµπεραίνουµε ότι ο σίδηρος είναι απαραίτητος για τον πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων HeLa αφού σε όλες τις περιπτώσεις η παρουσία περίσσειας σιδήρου 
επαναφέρει τον πολλαπλασιασµό στα φυσιολογικά επίπεδα. Επιπλέον, δεν υπάρχει 
εµφανής συσχέτιση µεταξύ της επαγωγής του HIF-1α από τους διάφορους επαγωγείς 
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και της επιβίωσης και πολλαπλασιασµού των κυττάρων. Ακόµη και σε περιπτώσεις 
όπου ο HIF-1α επάγεται έντονα, τα κύτταρα δεν πολλαπλασιάζονται ή το αντίθετο.      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 41: Επίδραση των διαφόρων επαγωγέων υποξικού στρες και του σιδήρου στην 
ενσωµάτωση [3H]-θυµιδίνης σε κύτταρα HeLa. Κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν µε ή 
χωρίς 500µΜ κιτρικό σίδηρο απουσία επαγωγέων (Α) ή σε χαµηλές συγκεντρώσεις 
οξυγόνου (Β) ή παρουσία δεσφερριοξαµίνης (Γ), χλωριούχου κοβαλτίου (∆) ή κερκετίνης 
(Ε) για 4, 24 ή 48 ώρες. Τέσσερις ώρες πριν το πέρας της επώασης µε τους επαγωγείς 
έγινε προσθήκη 2,5 µCi / ml [3Η] θυµιδίνης. Ακολουθεί λύση των κυττάρων και µέτρηση 
της ενσωµατωµένης [3Η] θυµιδίνης σε β-µετρητή υγρού σπινθηρισµού. Οι τιµές είναι ο 
µέσος όρος τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
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Σχήµα 42: Επίδραση των διαφορετικών συγκεντρώσεων κερκετίνης και κιτρικού σιδήρου στην 
ενσωµάτωση [3H]-θυµιδίνης σε κύτταρα HeLa. Κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν 
παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων κερκετίνης (Α) ή διαφορετικών συγκεντρώσεων 
κιτρικού σιδήρου και 100µΜ κερκετίνης (Β) για 4 ή 24 ώρες. Η µέτρηση της 
ενσωµατωµένης [3Η] θυµιδίνης έγινε σε β-µετρητή υγρού σπινθηρισµού. Οι τιµές είναι ο 
µέσος όρος δυο ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
 Σύγκριση της επίδρασης των επαγωγέων στην έκφραση του HIF-1α (Σχήµα 
19) και την επιβίωση και πολλαπλασιασµό των κυττάρων HeLa (Σχήµατα 39-42) 
αποδεικνύει ότι δεν υπάρχει εµφανής συσχέτιση µεταξύ της επαγωγής του HIF-1α 
από την υποξία ή το κοβάλτιο και του πολλαπλασιασµού των κυττάρων. Ενώ και στις 
δυο περιπτώσεις, ο HIF-1α επάγεται έντονα, τα κύτταρα δεν πολλαπλασιάζονται 
έντονα παρουσία κοβαλτίου, αλλά πολλαπλασιάζονται σε συνθήκες υποξίας, όπως τα 
κύτταρα σε συνθήκες νορµοξίας. Επιπλέον, η προσθήκη περίσσειας σιδήρου 
επαναφέρει τον πολλαπλασιασµό παρουσία κοβαλτίου, ενώ δεν επηρεάζει την υψηλή 
έκφραση του HIF-1α. Από την άλλη, στην περίπτωση της δεσφερριοξαµίνης ή της 
κερκετίνης παρατηρείται αρνητική συσχέτιση ανάµεσα στην επαγωγή του HIF-1α και 
τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Προσθήκη περίσσειας σιδήρου, η οποία αναιρεί την 
έκφραση του HIF-1α, επαναφέρει τον πολλαπλασιασµό στα φυσιολογικά επίπεδα.         
 
3.6.3 Επίδραση της περίσσειας σιδήρου στην επιβίωση και πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων HepG2 παρουσία των επαγωγέων του υποξικού στρες  
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 Τα πειράµατα µέτρησης του αριθµού κυττάρων και της ενσωµάτωσης 
ραδιενεργής θυµιδίνης πραγµατοποιήθηκαν και σε κύτταρα HepG2, για να 
διαπιστωθεί αν τα παραπάνω αποτελέσµατα ήταν ειδικά για τα κύτταρα HeLa.  
 Σε αντίθεση µε τα κύτταρα HeLa, η υποξία µείωσε το ρυθµό 
πολλαπλασιασµού των κυττάρων HepG2. Έτσι, όταν κύτταρα HepG2 
καλλιεργήθηκαν σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου (1% Ο2), η αύξηση του 
αριθµού κυττάρων µετά από 24 ή 48 ώρες ήταν 50% και 35%, αντίστοιχα, της 
αύξησης που παρατηρήθηκε σε κύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε φυσιολογικές 
συνθήκες οξυγόνου. Επιπλέον, η παρουσία περίσσειας σιδήρου όχι µόνο δεν 
επανέφερε το ρυθµό πολλαπλασιασµού των υποξικών κυττάρων, αλλά αντιθέτως 
οδήγησε σε σχεδόν πλήρες σταµάτηµα του πολλαπλασιασµού τους (Σχήµα 43Β). 
Παρουσία 150µΜ δεσφερριοξαµίνης ή 150µΜ χλωριούχου κοβαλτίου η µείωση του 
πολλαπλασιασµού των κυττάρων HepG2 ήταν σχεδόν πλήρης και η προσθήκη 
περίσσειας κιτρικού σιδήρου δεν οδήγησε σε αύξηση του αριθµού των κυττάρων 
(Σχήµα 43Γ, ∆). Τέλος, στην περίπτωση της κερκετίνης (100µΜ) ο αριθµός των 
κυττάρων µειώθηκε στο 10% ήδη από τις 24 ώρες και ακόµη περισσότερο στις 48 
ώρες, ενώ η προσθήκη περίσσειας κιτρικού σιδήρου, αν και εµπόδισε την 
κυτταροτοξικότητα της κερκετίνης δεν επανέφερε τον αριθµό των κυττάρων στα 
φυσιολογικά επίπεδα, αλλά ούτε οδήγησε σε αύξηση του πολλαπλασιασµού (Σχήµα 
43Ε).  
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Σχήµα 43: Επίδραση περίσσειας σιδήρου στον αριθµό κυττάρων HepG2 παρουσία διαφόρων 
επαγωγέων. Κύτταρα HepG2 καλλιεργήθηκαν απουσία επαγωγέων (Α) ή σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις οξυγόνου (Β) ή παρουσία δεσφερριοξαµίνης (Γ), χλωριούχου κοβαλτίου 
(∆) ή κερκετίνης (Ε) για 24 ή 48 ώρες και µετρήθηκε ο αριθµός των ζωντανών κυττάρων. 
Οι τιµές είναι ο µέσος όρος τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
Τα κύτταρα HepG2 χρησιµοποιήθηκαν και για πειράµατα µέτρησης της 
ενσωµάτωσης ραδιενεργής θυµιδίνης µε αποτελέσµατα παρόµοια µε αυτά που είχαµε 
µε τη µέτρηση του αριθµού κυττάρων (Σχήµα 43). Σε χαµηλές συγκεντρώσεις 
οξυγόνου (1% Ο2) η ενσωµάτωση θυµιδίνης, ενώ στις 4 ώρες ήταν ελαφρώς 
αυξηµένη (125% των φυσιολογικών τιµών), µειώθηκε στο 80% των φυσιολογικών 
τιµών στις 48 ώρες. Η προσθήκη περίσσειας κιτρικού σιδήρου επέτεινε τη µείωση 
αυτή (Σχήµα 44Β). Παρουσία 150µΜ δεσφερριοξαµίνης ή 150µΜ κοβαλτίου η 
ενσωµάτωση θυµιδίνης µειώθηκε περίπου στο 10% σε 24 και 48 ώρες και η 
προσθήκη περίσσειας κιτρικού σιδήρου δεν αύξησε το ρυθµό σύνθεσης του DNA 
(Σχήµα 44Γ, ∆). Παρουσία 100µΜ κερκετίνης, η µείωση της σύνθεσης του DNA στο 
10% των φυσιολογικών τιµών παρατηρήθηκε από τις 4 ώρες και η προσθήκη 
περίσσειας σιδήρου επίσης απέτυχε να αυξήσει την ενσωµάτωση θυµιδίνης (Σχήµα 
44Ε). 
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Σχήµα 44: Επίδραση των διαφόρων επαγωγέων υποξικού στρες και του σιδήρου στην 
ενσωµάτωση [3H]-θυµιδίνης σε κύτταρα HepG2. Κύτταρα HepG2 καλλιεργήθηκαν µε 
ή χωρίς 500µΜ κιτρικό σίδηρο απουσία επαγωγέων (Α) ή σε χαµηλές συγκεντρώσεις 
οξυγόνου (Β) ή παρουσία δεσφερριοξαµίνης (Γ), χλωριούχου κοβαλτίου (∆) ή κερκετίνης 
(Ε) για 4, 24 ή 48 ώρες. Τέσσερις ώρες πριν το πέρας της επώασης µε τους επαγωγείς 
έγινε προσθήκη 2,5 µCi / ml [3Η] θυµιδίνης. Ακολουθεί λύση των κυττάρων και µέτρηση 
της ενσωµατωµένης [3Η] θυµιδίνης σε β- µετρητή υγρού σπινθηρισµού. Οι τιµές είναι ο 
µέσος όρος τριών ανεξάρτητων πειραµάτων.  
 
∆ιαπιστώνεται ότι και στα κύτταρα HepG2 δεν υπάρχει συσχέτιση µεταξύ της 
έκφρασης του HIF-1α (Σχήµα 20) και της κυτταρικής επιβίωσης και 
πολλαπλασιασµού (Σχήµατα 43-44). Eπιπλέον, η απόκριση των κυττάρων HepG2 
είναι διαφορετική από αυτή των κυττάρων HeLa, κάτω από διαφορετικές συνθήκες 
υποξικού στρες και, σε αντίθεση µε τα κύτταρα HeLa, ο σίδηρος αδυνατεί να 
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αποκαταστήσει τον πολλαπλασιασµό αυτών των κυττάρων παρουσία των «µιµητών 
της υποξίας».   
 
3.7 ΕΠΑΓΩΓΗ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ ΑΠΟ ΥΠΟΞΙΑ ΚΑΙ ΧΗΜΙΚΗ 
ΥΠΟΞΙΑ  
 Στη βιβλιογραφία, ο HIF-1α θεωρείται σε κάποιους κυτταρικούς τύπους και 
σε συγκεκριµένες συνθήκες αντιαποπτωτικός παράγοντας και σε άλλους κυτταρικούς 
τύπους προαποπτωτικός. Έχοντας παρατηρήσει το σταµάτηµα του πολλαπλασιασµού  
µετά από καλλιέργεια 24-48 ώρες παρουσία κοβαλτίου ή δεσφερριοξαµίνης και τη 
µείωση στον αριθµό των κυττάρων παρουσία κερκετίνης, δηµιουργήθηκε το ερώτηµα 
αν τα κύτταρα πεθαίνουν µε νέκρωση ή απόπτωση. 
 
3.7.1 Επαγωγή απόπτωσης από διάφορους επαγωγείς υποξικού στρες σε κύτταρα 
HeLa  
 Για να συγκριθεί η επίδραση της υποξίας µε αυτή των «µιµητών της υποξίας», 
κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν παρουσία διαφόρων επαγωγέων υποξικού στρες για 
24 και 48 ώρες. Αποµονώθηκε DNA από τα κύτταρα και µελετήθηκε η απόπτωση µε 
κριτήριο το χαρακτηριστικό τεµαχισµό του DNA που παρατηρείται στο τελικό στάδιο 
της απόπτωσης µετά την ενεργοποίηση νουκλεολυτικών ενζύµων από κασπάσες σε 
αποπτωτικά κύτταρα. Παρατηρήθηκε ότι σε όλες τις περιπτώσεις το DNA ήταν 
υψηλού µοριακού βάρους και ότι σε καµιά περίπτωση δεν υπήρχε τεµαχισµός του 
DNA µε τις συγκεντρώσεις των επαγωγέων που χρησιµοποιήθηκαν (Σχήµα 45).   
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Χρόνος 24 ώρες                                                       48 ώρες
CTL  Υποξία CoCl2    DFO       Q               CTL         Υποξία CoCl2         DFO            Q
DNA 
10000bp 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:05:02 EET - 137.108.70.7
 123 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 45: Προσδιορισµός απόπτωσης σε κύτταρα HeLa. Κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν απουσία 
επαγωγέων (CTL) ή σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου (1% Ο2) ή παρουσία 
δεσφερριοξαµίνης (DFO), χλωριούχου κοβαλτίου (CoCl2) ή κερκετίνης (Q) για 24 ή 48 
ώρες. Αποµονώθηκε DNA και αναλύθηκε σε πηκτή αγαρόζης. Στην εικόνα φαίνεται και 
ο µάρτυρας µοριακών βαρών. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά 3 ανεξάρτητων 
πειραµάτων.  
 
3.7.2 Επαγωγή απόπτωσης από διάφορους επαγωγείς υποξικού στρες σε κύτταρα 
HepG2  
 Αντίστοιχα, χρησιµοποιήθηκαν όλοι οι επαγωγείς σε κύτταρα HepG2 για 24 
και 48 ώρες και δεν παρατηρήθηκε σε καµιά περίπτωση τεµαχισµός του DNA (Σχήµα 
46).   
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 46: Προσδιορισµός απόπτωσης σε κύτταρα HepG2. Κύτταρα HepG2 καλλιεργήθηκαν 
απουσία επαγωγέων (CTL) ή σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου (1% Ο2) ή παρουσία 
δεσφερριοξαµίνης (DFO), χλωριούχου κοβαλτίου (CoCl2) ή κερκετίνης (Q) για 24 ή 48 
ώρες. Αποµονώθηκε DNA και αναλύθηκε σε πηκτή αγαρόζης. Στην εικόνα φαίνεται και 
ο µάρτυρας µοριακών βαρών. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά 3 ανεξάρτητων 
πειραµάτων.  
 
 Συµπερασµατικά, τόσο σε κύτταρα HeLa όσο και σε κύτταρα HepG2 δεν 
παρατηρείται απόπτωση στις συνθήκες που χρησιµοποιούνται στην παρούσα 
εργασία. Εποµένως, η µείωση του αριθµού κυττάρων, όπως αυτή παρατηρείται 
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επιπρόσθετα της αναστολής του κυτταρικού πολλαπλασιασµού, πιθανόν να οφείλεται 
σε νέκρωση ή σε κάποια άλλη διεργασία.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:05:02 EET - 137.108.70.7
 125 
 
4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
 
 Είναι γνωστό ότι η έκφραση του HIF-1α, της ρυθµιστικής υποµονάδας του 
µεταγραφικού παράγοντα HIF-1, ο οποίος είναι υπεύθυνος για την κυτταρική 
απόκριση σε µειωµένες συγκεντρώσεις οξυγόνου, επάγεται εκτός από την υποξία και 
σε συνθήκες νορµοξίας από ορισµένες ενώσεις. ∆εδοµένου ότι η υποξία ενέχεται σε 
πολλές σοβαρές ανθρώπινες ασθένειες, όπως τα καρδιαγγειακά νοσήµατα και ο 
καρκίνος, η ρύθµιση της έκφρασης του HIF-1α και της κυτταρικής απόκρισης στο 
υποξικό στρες, εκτός από επιστηµονικούς λόγους, αποτελεί αντικείµενο έντονου 
ιατρικού ενδιαφέροντος.      
Στην παρούσα εργασία, συγκρίθηκε, σε κύτταρα HeLa και HepG2, η επαγωγή 
του HIF-1α από την υποξία και από ενώσεις που µιµούνται την υποξία, όπως είναι η 
δεσφερριοξαµίνη, το κοβάλτιο και η κερκετίνη και διερευνήθηκε η επιβίωση και ο 
πολλαπλασιασµός των κυττάρων παρουσία των ενώσεων αυτών. Η επαγωγή του HIF-
1α στην υποξία έχει µελετηθεί εκτενώς, οπότε χρησιµοποιήθηκε για να γίνει η 
σύγκριση µε τους µηχανισµούς δράσης των υπόλοιπων ενώσεων, αλλά η επίδραση 
της υποξίας στην κυτταρική επιβίωση και πολλαπλασιασµό ποικίλει. Η δράση της  
δεσφερριοξαµίνης, µιας ένωσης που συµπλοκοποιεί το σίδηρο, είναι γνωστό ότι 
στηρίζεται στη µείωση των ενδοκυττάριων επιπέδων ελεύθερου σιδήρου, που είναι 
απαραίτητος για πολλές λειτουργίες του κυττάρου. Όσον αφορά το µεταβατικό 
στοιχείο κοβάλτιο, ο µηχανισµός δράσης του αναφορικά µε την επαγωγή του HIF-1α 
είναι αµφιλεγόµενος και η επίδρασή του στην επιβίωση και τον πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων παραµένει αδιευκρίνιστος. Η κερκετίνη είναι ένα βιοφλαβονοειδές µε 
πολλές και ποικίλες ιδιότητες, όπως αντιοξειδωτκές, µεταλλοδεσµευτικές και 
αναστολής κινασών, αλλά ο τρόπος µε τον οποίο επάγει τον HIF-1α δεν έχει 
µελετηθεί και η επίδρασή της στην κυτταρική επιβίωση και πολλαπλασιασµό δεν έχει 
διαλευκανθεί πλήρως. Τέλος, εξετάστηκε η ικανότητα και άλλων φλαβονοειδών να 
επάγουν τον HIF-1α και έγινε πρόβλεψη της δραστικότητας αυτών µε βάση 
συγκεκριµένες ιδιότητές τους.  
Επιπλέον, µελετήθηκε η επίδραση του σιδήρου στην επαγωγή του HIF-1α και 
στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό κάτω από διάφορες συνθήκες υποξικού στρες. 
∆εδοµένου ότι η δεσφερριοξαµίνη, η κερκετίνη και πιθανόν το κοβάλτιο επηρεάζουν 
το µεταβολισµό του σιδήρου και ότι οι προλυλο-υδροξυλάσες (PHDs) απαιτούν 
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σίδηρο για να δράσουν, εξετάσαµε αν η επαγωγή του HIF-1α από τις διάφορες 
ενώσεις οφείλεται σε έλλειψη του σιδήρου. Επιπλέον, µελετήσαµε αν η προσθήκη   
σιδήρου επηρεάζει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό.  
 Συνοπτικά, τα αποτελέσµατα αυτής της διατριβής υποδηλώνουν ότι α) 
υπάρχουν διαφορές στην απόκριση στην υποξία και στις ενώσεις που µιµούνται την 
υποξία τόσο σε µοριακό επίπεδο (έκφραση του HIF-1α) όσο και σε κυτταρικό 
επίπεδο (κυτταρικός πολλαπλασιασµός), β) ο µηχανισµός επαγωγής του HIF-1α από 
το κοβάλτιο είναι αποτέλεσµα της λειτουργίας διαφόρων σηµατοδοτικών µονοπατιών 
και δεν οφείλεται απλά σε αντικατάσταση του  σιδήρου που είναι απαραίτητος για τη 
δράση των προλυλο-υδροξυλασών, γ) η κερκετίνη επάγει τον HIF-1α µε παρόµοιο 
τρόπο µε τη δεσφερριοξαµίνη, συµπλοκοποιώντας τον ελεύθερο σίδηρο, αλλά έχει 
σοβαρότερες επιπτώσεις στην επιβίωση και πολλαπλασιασµό των κυττάρων, δ) η 
επαγωγή του ΗIF-1α από ορισµένα φλαβονοειδή εξαρτάται από το αν αυτά διαθέτουν 
κατάλληλη λιποφιλικότητα και σιδηροδεσµευτική ικανότητα, ε) ο ΗIF-1 που 
επάγεται από την κερκετίνη και άλλα φλαβονοειδή έχει χαµηλότερη µεταγραφική 
ενεργότητα από τον HIF-1 που επάγεται από άλλες συνθήκες υποξικού στρες, 
πιθανόν λόγω της πλειοτροπικής δράσης των φλαβονοειδών, στ) το κοβάλτιο, η 
δεσφερριοξαµίνη και η κερκετίνη µειώνουν τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων 
HeLa επειδή διαταράσουν τα επίπεδα ή τη διαθεσιµότητα του ενδοκυττάριου 
ελεύθερου σιδήρου, ζ) το υποξικό στρες και ο σίδηρος επιδρούν στην κυτταρική 
επιβίωση και πολλαπλασιασµό µε κυτταρο-ειδικό τρόπο. Ο σίδηρος επαναφέρει τον 
πολλαπλασιασµό παρουσία κοβαλτίου, δεσφερριοξαµίνης ή κερκετίνης πλήρως σε 
κύτταρα HeLa, αλλά καθόλου σε κύτταρα HepG2 και η) η επιβίωση και ο 
πολλαπλασιασµός των κυττάρων HeLa και HepG2 δεν εξαρτάται από την παρουσία 
του HIF-1α. Τα σηµεία αυτά αναπτύσσονται αναλυτικότερα στη συνέχεια.   
 
Γενικά χαρακτηριστικά της επαγωγής του HIF-1α από την υποξία και τις 
ενώσεις που µιµούνται την υποξία  
 Αρχικά, οι διάφοροι επαγωγείς δοκιµάστηκαν σε διαφορετικούς χρόνους για 
να προσδιοριστεί η κινητική της επαγωγής του HIF-1α. Σε όλες τις περιπτώσεις  
παρατηρήθηκε ισχυρή επαγωγή του HIF-1α στις 4-8 ώρες και, σε αντίθεση µε τις 
ενώσεις που µιµούνται την υποξία δεσφερριοξαµίνη και κοβάλτιο, µόνο η 
παρατεταµένη υποξία (48 ώρες) οδηγεί σε µείωση στα επίπεδα της πρωτεΐνης. Η 
υποξία σταθεροποιεί τον HIF-1α, γιατί απουσία οξυγόνου οι PHDs δεν µπορούν να 
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δράσουν [35, 168]. Η µείωση στα επίπεδα της πρωτεΐνης HIF-1α σε παρατεταµένη 
υποξία θα µπορούσε να εξηγηθεί µε την επαγωγή των γονιδίων των PHDs από τον 
HIF-1 ή την παραγωγή αντινοηµατικού HIF-1α, το οποίο αυξάνει την αστάθεια του 
mRNA του HIF-1α [169] ή άλλων ισοµορφών του, που ανταγωνίζονται το διµερισµό 
µε τον ARNT [170] και λειτουργούν ως αρνητικοί ρυθµιστές του. Πιθανόν να µην 
υφίσταται κάποιος από τους παραπάνω µηχανισµούς στην περίπτωση των ενώσεων 
που µιµούνται την υποξία, τη δεσφερριοξαµίνη και το κοβάλτιο, οι οποίες, όπως θα 
συζητηθεί στη συνέχεια, µειώνουν τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων.  
Στην περίπτωση της κερκετίνης παρατηρήθηκε ένα πρότυπο έκφρασης του 
HIF-1α διαφορετικό από τους άλλους χηµικούς επαγωγείς, που είχε µια διφασική 
κινητική, αφού η έκφραση της πρωτεΐνης παρουσία κερκετίνης µειώνεται στις 24 
ώρες και αυξάνεται ελαφρώς στις 48 ώρες. Παρουσία των υπόλοιπων φλαβονοειδών 
δεν παρατηρήθηκε επαγωγή της πρωτείνης στις 24 και 48 ώρες. Σε αντίθεση µε τη 
δεσφερριοξαµίνη ή το κοβάλτιο, η κερκετίνη είναι µια ένωση που έχει τη δυνατότητα 
οξείδωσης και βιοµετατροπών στο εσωτερικό των κυττάρων, γεγονός που µπορεί να 
ερµηνεύσει την απουσία δράσης της στις 24 ώρες. Πράγµατι, η υπόθεση αυτή 
ενισχύθηκε από πειράµατα που έγιναν στο Εργαστήριο Βιοχηµείας από τον ∆ρ. Α. 
Τσακάλωφ, στα οποία προσδιορίστηκε η ενδοκυττάρια συγκέντρωση της κερκετίνης 
µε HPLC. Βρέθηκε ότι η συγκέντρωση της κερκετίνης στα κύτταρα κορυφώνεται 
στις 4 ώρες, χρόνος όπου παρατηρείται η µέγιστη επαγωγή του HIF-1α, και µειώνεται 
σταδιακά ως τις 48 ώρες, όπου παρατηρείται αύξηση ενός άγνωστου µεταβολίτη της 
κερκετίνης. Πιθανόν, λοιπόν, η οξείδωση και η βιοµετατροπή της κερκετίνης και η 
ενδεχόµενη απώλεια της ικανότητάς της να συµπλοκοποιεί τα µέταλλα να µπορούν 
να ερµηνεύσουν τη µείωση της επαγωγής του HIF-1α από αυτήν στις 24 ώρες. 
Παρόµοια µπορεί να είναι η εξήγηση και για την έλλειψη επαγωγής του HIF-1α 
έπειτα από παρατεταµένη έκθεση στα άλλα φλαβονοειδή.          
Ο HIF-1α επάγεται τόσο σε συνθήκες υποξίας όσο και παρουσία των ενώσεων 
που µιµούνται την υποξία, αλλά η έκφρασή του εξαρτάται από συνεχιζόµενη 
µεταγραφή µόνο στην περίπτωση της υποξίας. Χρησιµοποιώντας την ακτινοµυκίνη 
D, έναν αναστολέα της µεταγραφής, παρατηρήθηκε ότι αυτή οδηγεί σε µείωση των 
επιπέδων της πρωτεΐνης HIF-1α σε συνθήκες υποξίας, αλλά όχι παρουσία των 
υπόλοιπων ενώσεων που µιµούνται την υποξία, κάτι που παρατηρήθηκε 
επανειληµένα. Το εύρηµα αυτό δεν ήταν αναµενόµενο, διότι είναι γενικά αποδεκτό 
ότι ο HΙF-1α σταθεροποιείται σε κύτταρα που καλλιεργούνται σε συνθήκες υποξίας 
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µετα-µεταγραφικά, χωρίς αλλαγή στα επίπεδα του mRNA του σε σχέση µε τη 
νορµοξία [26]. Υπάρχουν, ωστόσο, δεδοµένα που υποστηρίζουν την αύξηση των 
επιπέδων του mRNA του HIF-1α σε συνθήκες υποξίας σε ποντικούς in vivo [171]. 
Αυτή η αύξηση µπορεί να οφείλεται σε σταθεροποίηση του mRNA του HIF-1α [5], 
αφού δεν υπάρχουν ενδείξεις για επαγωγή του υποκινητή του HIF-1α σε συνθήκες 
υποξίας [172]. Επιπλέον, τα αποτελέσµατά µας δεν αποκλείουν την πιθανότητα η 
έκφραση του HIF-1α σε συνθήκες υποξίας να εξαρτάται από τη συνεχή µεταγραφή 
ενός άλλου γονιδίου, ο χρόνος ηµιζωής του mRNA ή του πρωτεϊνικού προϊόντος του 
οποίου είναι µικρότερος.   
Είναι γνωστό ότι ο HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) αποικοδοµείται 
µε έναν χρόνο ηµιζωής µικρότερο από 5 λεπτά [1]. Στην παρούσα εργασία 
επιβεβαιώθηκε ότι, όταν κύτταρα HeLa επωάζονται σε συνθήκες υποξίας και κατόπιν 
επαναφέρονται σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου, ο HIF-1α που έχει 
επαχθεί, αποικοδοµείται µε ένα χρόνο ηµιζωής µικρότερο των 10 λεπτών.  
Σε όλες τις συνθήκες υποξικού στρες που µελετήθηκαν, παρατηρήθηκε ότι η 
έκφραση του HIF-1α εξαρτάται από συνεχιζόµενη πρωτεϊνοσύνθεση. Μάλιστα, όταν 
η µετάφραση αναστέλλεται, ο χρόνος ηµιζωής του HIF-1α σε συνθήκες υποξίας 
(µικρότερος από 15 λεπτά) δε διαφέρει πολύ από αυτόν σε συνθήκες νορµοξίας. 
Παρουσία δεσφερριοξαµίνης ή κερκετίνης, ο χρόνος ηµιζωής του HIF-1α είναι 
µικρότερος από 30 λεπτά, ενώ παρουσία κοβαλτίου ο χρόνος ηµιζωής είναι 
µικρότερος από 60 λεπτά. ∆εδοµένου, όµως, ότι σε όλες τις περιπτώσεις ο χρόνος 
ηµιζωής του HIF-1α απουσία νέας πρωτεϊνοσύνθεσης είναι µεγαλύτερος από 5-10 
λεπτά, το χρόνο ηµιζωής του επαγόµενου από την υποξία HIF-1α σε συνθήκες 
νορµοξίας, συµπεραίνουµε ότι όλες οι συνθήκες υποξικού στρες που δοκιµάσαµε 
αυξάνουν τα επίπεδα του HIF-1α µε σταθεροποίηση της πρωτείνης. Πιθανόν, στην 
περίπτωση της σχετικά ήπιας υποξίας (1% Ο2) ή µε τις συγκεντρώσεις των χηµικών 
επαγωγέων που χρησιµοποιήθηκαν, η αναστολή της αποικοδόµησης του HIF-1α να 
µην είναι πλήρης, επειδή οι προλυλο-υδροξυλάσες έχουν προσαρµοστεί στα χαµηλά 
επίπεδα οξυγόνου ή ο HIF-1α να αποικοδοµείται από διαφορετικά µονοπάτια, που 
δεν εξαρτώνται από τις PHDs ή τον VHL [51]. Η ανάγκη συνεχούς 
πρωτεϊνοσύνθεσης για τη σταθεροποίηση του HIF-1α έχει αναφερθεί, επίσης, για 
διαφορετικούς χηµικούς και βιολογικούς παράγοντες σε άλλα είδη κυττάρων [93, 99].    
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Σύγκριση των µηχανισµών επαγωγής του HIF-1α από τις διάφορες ενώσεις – 
µιµητές της υποξίας   
Στην προσπάθεια να µελετηθεί ο µηχανισµός επαγωγής του HIF-1α από το 
κοβάλτιο και την κερκετίνη και να συγκριθεί µε το µηχανισµό επαγωγής του από την 
υποξία ή τη δεσφερριοξαµίνη, εξετάστηκαν σε κύτταρα HeLa τόσο ο ρόλος του 
σιδήρου όσο και η πιθανή εµπλοκή διαφόρων σηµατοδοτικών µονοπατιών.  
Στην παρούσα εργασία παρουσιάζονται ορισµένες ενδιαφέρουσες διαφορές 
στη σχέση του σιδήρου µε την επαγωγή του HIF-1α από τις διάφορες ενώσεις. Είναι 
γνωστό ότι οι PHDs, τα ένζυµα που υδροξυλιώνουν τον HIF-1α οδηγώντας τον σε 
αποικοδόµηση σε συνθήκες νορµοξίας απαιτούν οξυγόνο και σίδηρο για να δράσουν. 
Η επαγωγή του HIF-1α από την υποξία οφείλεται στην ελάττωση των επιπέδων 
οξυγόνου και ως εκ τούτου στη µείωση της ενεργότητας των ενζύµων αυτών. 
Βρήκαµε ότι η προσθήκη περίσσειας σιδήρου ή ασκορβικού οξέος στα κύτταρα σε 
συνθήκες υποξίας δεν επηρέασε την επαγωγή του HIF-1α από την υποξία. Αυτό 
υποδεικνύει ότι η έλλειψη του υποστρώµατος Ο2 αδρανοποιεί τις PHDs και η 
περίσσεια σιδήρου ή ασκορβικού οξέος, το οποίο αυξάνει τη διαθεσιµότητα του 
σιδήρου, δεν επαρκούν για να τις ενεργοποιήσει.  
Η επαγωγή του HΙF-1α από τη δεσφερριοξαµίνη αποδίδεται στην ικανότητα 
της ένωσης αυτής να συµπλοκοποιεί το σίδηρο που είναι απαραίτητος για τη δράση 
των PHDs οδηγώντας στην απενεργοποίηση των ενζύµων αυτών. Έχει δειχθεί ότι 
προσθήκη περίσσειας σιδήρου, µε τη µορφή θειϊκού σιδήρου (Fe2+) µειώνει 
δραµατικά την επαγωγή του HIF-1α από τη δεσφερριοξαµίνη [173, 174]. Παρότι οι 
λεπτοµέρειες της πρόσληψης και διακίνησης σιδήρου ενδοκυττάρια δεν είναι πλήρως 
κατανοητές, προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι ο σίδηρος εισέρχεται πολύ 
γρήγορα στα κύτταρα µέσω µεµβρανικών υποδοχέων τρανσφερρίνης, αλλά και 
µεταφορέων δισθενών µετάλλων, αυξάνοντας τη συγκέντρωση του ελεύθερου 
σιδήρου στο εσωτερικό των κυττάρων, η οποία συνήθως διατηρείται σε χαµηλά 
επίπεδα (< 1µΜ) [175]. Η δεσφερριοξαµίνη, από την άλλη, εισέρχεται στα κύτταρα 
µε ενδοκύτωση και µπορεί να µειώσει τα επίπεδα ελεύθερου σιδήρου στο εσωτερικό 
των κυττάρων εξαιτίας συµπλοκοποίησής του στα ενδοσωµάτια και λυσοσωµάτια 
[176]. Χρησιµοποιώντας περίσσεια σιδήρου πριν την προσθήκη δεσφερριοξαµίνης 
στα κύτταρα, επιβεβαιώθηκε η αναστολή της επαγωγής του HIF-1α από τη 
δεσφερριοξαµίνη. Το ίδιο αποτέλεσµα παρατηρήθηκε όταν επιχειρήθηκε η αύξηση 
της συγκέντρωσης του σιδήρου στο εσωτερικό των κυττάρων µε την προσθήκη 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:05:02 EET - 137.108.70.7
 130 
ασκορβικού οξέος ή αίµης. Το ασκορβικό οξύ έχει την ιδιότητα να διατηρεί το 
σίδηρο στη δισθενή µορφή του [91], καθώς επίσης να απελευθερώνει σίδηρο από τις 
ενδοκυττάριες αποθήκες σιδήρου [165] και έχει δειχθεί ότι αναιρεί την επαγωγή του 
HIF-1α από τη δεσφερριοξαµίνη. Η αίµη θεωρείται, µεταξύ άλλων, δωρητής σιδήρου, 
αλλά η δράση της στην επαγωγή του HIF-1α από ενώσεις συµπλοκοποιητές του 
σιδήρου δεν είναι γνωστή. Η αναστολή της επαγωγής του HIF-1α από τη 
δεσφερριοξαµίνη και στις τρεις περιπτώσεις (προσθήκη περίσσειας σιδήρου ή 
ασκορβικού οξέος ή αίµης) επιβεβαιώνει ότι η δράση της δεσφερριοξαµίνης κάτω 
από αυτές τις συνθήκες οφείλεται σε συµπλοκοποίηση του σιδήρου.    
Ο µηχανισµός δράσης της κερκετίνης δεν είναι γνωστός, αλλά λαµβάνοντας 
υπόψη την ικανότητα της ένωσης αυτής να συµπλοκοποιεί το σίδηρο, υποθέσαµε ότι 
η ιδιότητά της αυτή ευθύνεται για την απενεργοποίηση των PHDs και την επαγωγή 
του HIF-1α. Πράγµατι, η προσθήκη περίσσειας κιτρικού σιδήρου αναιρεί την 
επαγωγή του HIF-1α από την κερκετίνη, όπως συµβαίνει και µε τη δεσφερριοξαµίνη. 
Επιπρόσθετα, η χρήση ασκορβικού οξέος ή αίµης παρουσία κερκετίνης οδηγεί στο 
ίδιο αποτέλεσµα. 
Παρόλο ότι τα αποτελέσµατά µας υποδηλώνουν τη σηµασία του σιδήρου στη 
σταθεροποίηση του HIF-1α, η άµεση απάντηση για το ρόλο του σιδήρου στην 
επαγωγή του HIF-1α από τη δεσφερριοξαµίνη και την κερκετίνη δόθηκε µε τη χρήση 
καλσεϊνης. Η καλσεϊνη είναι µια ένωση που έχει την ικανότητα να συµπλοκοποιεί τον 
ελεύθερο σίδηρο στο εσωτερικό των κυττάρων και να φθορίζει όταν δεν υπάρχει 
ελεύθερος σίδηρος. Η παρατήρηση ότι η δεσφερριοξαµίνη και η κερκετίνη αυξάνουν 
το φθορισµό της καλσεϊνης, γεγονός που υποδηλώνει χαµηλά επίπεδα ελεύθερου 
σιδήρου στα κύτταρα, αποδεικνύει ότι οι δυο αυτές ενώσεις µειώνουν το σίδηρο, 
πιθανόν εξαιτίας συµπλοκοποίησης.    
Συµπερασµατικά, λοιπόν, η κερκετίνη φαίνεται ότι δρα µε παρόµοιο τρόπο µε 
τη δεσφερριοξαµίνη στην επαγωγή του HIF-1α. Τα αποτελέσµατα της παρούσας 
εργασίας υποστηρίζουν το µοντέλο της σταθεροποίησης του HIF-1α εξαιτίας 
συµπλοκοποίησης του σιδήρου από την κερκετίνη και αναστολής της αποικοδόµησής 
του, µιας διαδικασίας που εξαρτάται από το σίδηρο. Ωστόσο, η κερκετίνη είναι µια 
ένωση στην οποία αποδίδονται ποικίλες άλλες ιδιότητες [111-115, 177, 178], όπως 
αντιοξειδωτικές, αναστολέα του πρωτεοσώµατος, της RNA πολυµεράσης και των 
κινασών. Έχει, επίσης, αποδειχθεί ότι η κερκετίνη αναστέλλει την FIH-1, παρουσία 
περίσσειας σιδήρου, επηρεάζοντας τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α [116]. Η 
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επαγωγή του HIF-1α από την κερκετίνη εξαιτίας συµπλοκοποίησης του σιδήρου δεν 
αποκλείει τη συµβολή και άλλων ιδιοτήτων της ένωσης αυτής. Πιθανόν, ανάλογα µε 
τον κυτταρικό τύπο και τη χρησιµοποιούµενη συγκέντρωση κερκετίνης, οι 
διαφορετικές ιδιότητες της κερκετίνης να δρουν µεµονωµένα ή παράλληλα στην 
επαγωγή του HIF-1α.   
Σε αντίθεση µε τη δεσφερριοξαµίνη και την κερκετίνη, στην περίπτωση του 
χλωριούχου κοβαλτίου δεν παρατηρήθηκε αναστολή της επαγωγής του HIF-1α 
χρησιµοποιώντας περίσσεια σιδήρου. Η παρατήρηση αυτή είναι αντίθετη στην 
επικρατούσα άποψη ότι το κοβάλτιο δρα αντικαθιστώντας το σίδηρο που είναι 
απαραίτητος για τη δράση των PHDs [179]. Όπως αναπτύχθηκε στην Εισαγωγή, ο 
µηχανισµός δράσης του κοβαλτίου στην επαγωγή του HIF-1α παραµένει 
αµφιλεγόµενος και στη βιβλιογραφία έχουν διατυπωθεί διάφορες υποθέσεις, µε τη 
χρήση κυττάρων αλλά και πειραµάτων in vitro,  οι οποίες ενισχύουν την άποψη ότι η 
δράση του κοβαλτίου δε συνίσταται απλά στην αντικατάσταση του σιδήρου, που 
είναι απαραίτητος για τη δράση των PHDs. Σε συµφωνία µε αυτό, τα αποτελέσµατα 
της παρούσας εργασίας υποδηλώνουν ότι το κοβάλτιο επάγει τον HIF-1α µε 
περισσότερο πολύπλοκους µηχανισµούς. Συγκεκριµένα, βρήκαµε ότι οι ενεργές 
µορφές οξυγόνου (ROS) ενέχονται στην επαγωγή του HIF-1α µόνο από το κοβάλτιο, 
ενώ κάτι τέτοιο δεν παρατηρείται µε τους άλλους επαγωγείς υποξικού στρες. Κάτι 
ανάλογο συµβαίνει και µε τα µονοπάτια των MAP κινασών και της PI3K, τα οποία 
ενέχονται, µερικώς τουλάχιστον, στην επαγωγή του HIF-1α µόνο από το κοβάλτιο. 
Στη βιβλιογραφία, αναφέρεται ο ρόλος των παραπάνω µονοπατιών στην επαγωγή του 
HIF-1α από διάφορους παράγοντες, αλλά οι αποκρίσεις εξαρτώνται από τον 
κυτταρικό τύπο και τον επαγωγέα.   
Όσον αφορά τα ROS, έχει προταθεί η συµµετοχή τους στη σταθεροποίηση 
του HIF-1α, αλλά έχει δειχθεί τόσο η αύξηση όσο και η µείωσή τους σε συνθήκες 
υποξίας. Ο Chandel και οι συνεργάτες του [77] βρήκαν ότι τόσο το κοβάλτιο όσο και 
η υποξία παράγουν ROS, αλλά µέσω διαφορετικών µηχανισµών. Η παραγωγή των 
ROS από την υποξία απαιτεί λειτουργικά µιτοχόνδρια, ενώ δεν συµβαίνει το ίδιο µε 
το κοβάλτιο. Επιπλέον, υπάρχουν αναφορές στη βιβλιογραφία ότι το NAC έχει 
επίδραση στον επαγόµενο από το κοβάλτιο, αλλά όχι από την υποξία, HIF-1α σε 
διάφορα είδη κυττάρων [180, 181, 92, 93]. Στην παρούσα εργασία επιβεβαιώσαµε ότι 
τα ROS ενέχονται στην επαγωγή του HIF-1α µόνο από το κοβάλτιο και όχι από την 
υποξία, τη δεσφερριοξαµίνη ή την κερκετίνη. Μάλιστα, πειράµατα που έγιναν από 
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τον ∆ρ. Π. Λιάκο µε τη φθορίζουσα ουσία H2DCF-DA επιβεβαίωσαν την παραγωγή 
ROS από το κοβάλτιο και τη µείωση αυτών παρουσία NAC, Trolox ή γλουταθειόνης 
[182].  
Τα µονοπάτια της PI3K και των p42/p44 MAP κινασών ενέχονται στην 
ενεργοποίηση της µετάφρασης, στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και επιβίωση. Τα 
µονοπάτια αυτά ενεργοποιούνται από τα ROS και σχετίζονται µε τη ρύθµιση της 
επαγωγής του HIF-1α [183]. Η συµµετοχή των παραπάνω µονοπατιών έχει προταθεί 
για την επαγωγή του HIF-1α από βιολογικούς παράγοντες, όπως η αγγειοτενσίνη ΙΙ 
σε συνθήκες νορµοξίας [99]. Υπάρχουν αναφορές ότι το κοβάλτιο ενεργοποιεί το 
µονοπάτι των p42/p44 MAP κινασών [184], όπως επίσης και το µονοπάτι της PI3K 
µέσω αύξησης των ROS [78, 183].  
Εποµένως, συµπεραίνουµε ότι η επαγωγή του HIF-1α από το κοβάλτιο δεν 
οφείλεται σε απλή αντικατάσταση του σιδήρου των PHDs, διότι η προσθήκη 
περίσσειας σιδήρου δεν αναστέλλει τη δράση του, αλλά εξαρτάται από τα ROS, την 
PI3K και τις p42/44 MAP κινάσες. Βέβαια, τα αποτελέσµατα που προέκυψαν µε τη 
χρήση ασκορβικού οξέος ή αίµης δε συµφωνούν απόλυτα µε την ανεξάρτητη από το 
σίδηρο δράση του κοβαλτίου. Ωστόσο, επειδή τόσο το ασκορβικό οξύ όσο και η αίµη 
έχουν ποικίλες άλλες δράσεις στα κύτταρα, όπως αντιοξειδωτικές, πιθανόν η 
αναστολή της επαγωγής του HIF-1α από το κοβάλτιο παρουσία τους να οφείλεται σε 
διαφορετικές δράσεις των ουσιών αυτών στα κύτταρα. Είναι προφανές ότι η δράση 
αυτή του ασκορβικού οξέος και της αίµης στην περίπτωση του κοβαλτίου δεν είναι 
κατανοητή και χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση. Παροµοίως, χρειάζεται να 
διευκρινιστεί ο µηχανισµός αναίρεσης της έκφρασης του HIF-1α σε συνθήκες 
υποξίας παρουσία αίµης.   
 Χρησιµοποιώντας µια άλλη κυτταρική σειρά, τα HepG2, επιβεβαιώθηκε η 
επαγωγή του HIF-1α από την υποξία, τη δεσφερριοξαµίνη και το κοβάλτιο και 
βρέθηκε ότι ο HIF-1α επάγεται και από την κερκετίνη. Επιπλέον, παρατηρήθηκαν τα 
ίδια µε τα κύτταρα HeLa αποτελέσµατα αναφορικά µε την επίδραση του σιδήρου 
στην επαγωγή του HIF-1α από τις διάφορες ενώσεις. Η περίσσεια σιδήρου αναιρεί 
την επαγωγή του HIF-1α από τη δεσφερριοξαµίνη και την κερκετίνη, αλλά όχι από 
την υποξία και το κοβάλτιο.    
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Υποκυτταρικός εντοπισµός και µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 που 
επάγεται από τα διάφορα είδη υποξικού στρες  
Όταν ο HIF-1α επάγεται, µετακινείται στον πυρήνα του κυττάρου, 
ετεροδιµερίζεται µε τον ARNT και επάγει τη µεταγραφή των γονιδίων στόχων του. 
Παρουσία όλων των επαγωγέων, παρατηρήθηκε ότι ο HIF-1α εντοπίζεται κυρίως 
στον πυρήνα των κυττάρων HeLa και ότι το διµερές HIF-1 είναι µεταγραφικά ενεργό. 
Τα επίπεδα του πυρηνικού HIF-1α µειώνονται παρουσία περίσσειας σιδήρου και 
δεσφερριοξαµίνης ή κερκετίνης, σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα από την έκφραση 
της πρωτείνης σε αυτές τις συνθήκες. Αντίθετα, τα επίπεδα του HIF-1α στον πυρήνα 
δε µεταβάλλονται όταν η περίσσεια σιδήρου συνδυάζεται µε την υποξία ή το 
κοβάλτιο.  
Ο HIF-1 που επάγεται από όλα τα είδη υποξικού στρες είναι ικανός να 
ενεργοποιήσει τη µεταγραφή του γονιδίου αναφοράς, της λουσιφεράσης, µε έναν 
τρόπο που εξαρτάται από τα HRE. Η δράση του σιδήρου φαίνεται και στα επίπεδα 
της µεταγραφικής ενεργότητας του επαγόµενου HIF-1. Μόνο στην περίπτωση της 
δεσφερριοξαµίνης και της κερκετίνης, η παρουσία περίσσειας σιδήρου µειώνει τη 
µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η µεταγραφική 
ενεργότητα του επαγόµενου από την κερκετίνη HIF-1 είναι µικρή στα κύτταρα HeLa 
(περίπου 2-3 φορές αυτής των κυττάρων µαρτύρων). Το αποτέλεσµα αυτό έρχεται σε 
αντίθεση µε προηγούµενες αναφορές για υψηλή µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 
που επάγεται από την κερκετίνη [109]. Ωστόσο, ένα άλλο µέλος της οικογένειας των 
πολυφαινολών, η γαλλική επιγαλλοκατεχίνη βρέθηκε ότι επάγει τον HIF-1α σε 
κύτταρα PC-3 και η µεταγραφική ενεργότητα του HIF σ’ αυτήν την περίπτωση είναι 
επίσης χαµηλή [118]. Πιθανόν, οι ποικίλες δράσεις της κερκετίνης, µεταξύ των 
οποίων η αναστολή της µεταγραφής, να εξηγούν τη χαµηλή µεταγραφική ενεργότητα 
του HIF-1.  
Ο έλεγχος της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 πραγµατοποιήθηκε και 
σε κύτταρα HepG2 και σε όλες τις περιπτώσεις, ο HIF-1 είναι µεταγραφικά ενεργός, 
µε τη διαφορά ότι ο HIF-1 που επάγεται από την κερκετίνη είναι ελαφρώς 
δραστικότερος στα HepG2, ενώ ο ΗIF-1 που επάγεται από τους άλλους επαγωγείς 
είναι λιγότερο δραστικός.   
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Χαρακτηριστικά της επαγωγής του HIF-1α από τα φλαβονοειδή  
 Ο προσδιορισµός του µηχανισµού επαγωγής του HIF-1α από την κερκετίνη 
και η δοκιµή δυο άλλων φλαβονοειδών, της ρουτίνης και της καµφερόλης, που δεν 
επάγουν τον HIF-1α οδήγησαν στην υπόθεση ότι η επαγωγή του HIF-1α από τα 
φλαβονοειδή ορίζεται από δυο ιδιότητές τους: την ικανότητα να διαπερνούν την 
κυτταρική µεµβράνη µε παθητική διάχυση και την ικανότητα να συµπλοκοποιούν το 
σίδηρο. Η ικανότητα παθητικής διάχυσης των φλαβονοειδών ορίζεται από το 
συντελεστή κατανοµής logP. Όσο µεγαλύτερος είναι ο συντελεστής αυτός τόσο πιο 
λιπόφιλη είναι η ένωση και εποµένως µπορεί να διαχυθεί µέσω της κυτταρικής 
µεµβράνης και να εισέλθει στο κύτταρο. Η ικανότητα συµπλοκοποίησης του σιδήρου 
από γειτονικές υδροξυλοµάδες καθορίζεται από τη δοµή και εκφράζεται µε το 
συντελεστή δέσµευσης του σιδήρου logβ. Όσο µεγαλύτερος είναι ο συντελεστής 
αυτός τόσο εντονότερη είναι και η δέσµευση του σιδήρου.  
 Η κερκετίνη είναι ένα φλαβονοειδές αρκετά λιπόφιλο και µε δυο 
υδροξυλοµάδες στο Β δακτύλιο, που έχουν ένα συντελεστή logβ ίσο µε 20,87. 
Εποµένως µπορεί να δεσµεύσει ισχυρά το σίδηρο. Στην παρούσα εργασία, 
χρησιµοποιήθηκε µια σειρά φλαβονοειδών, που είχαν διαφορετική ικανότητα 
διάχυσης και διαφορετική ικανότητα συµπλοκοποίησης του σιδήρου. Από τα 
φλαβονοειδή που χρησιµοποιήθηκαν, αυτά που συνδύαζαν τις δυο ιδιότητες που 
προαναφέρθηκαν ήταν η φισετίνη, η µπαϊκαλείνη, η λουτεολίνη και η εριοδικτυόλη 
και αναµένονταν να επάγουν τον HIF-1α. Πράγµατι, τα παραπάνω φλαβονοειδή 
επάγουν τον HIF-1α µε εξαίρεση την εριοδικτυόλη, που προκάλεσε µια ασθενή 
επαγωγή του HIF-1α στα 200µΜ. Ίσως η εριοδικτυόλη να επάγει τον HIF-1α σε 
µεγαλύτερες συγκεντρώσεις ή σε µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα, επειδή έχει ένα 
µικρότερο συντελεστή logP και εποµένως εισέρχεται πιο αργά στα κύτταρα. Από τα 
υπόλοιπα φλαβονοειδή που χρησιµοποιήθηκαν, η ταξιφολίνη, η ρουτίνη και η 
χλωριούχος κυανιδίνη δεν επάγουν τον HIF-1α, αν και έχουν τη δυνατότητα ισχυρής 
συµπλοκοποίησης του σιδήρου, διότι δεν είναι αρκετά λιπόφιλες ενώσεις και 
εποµένως δεν µπορούν να περάσουν µε διάχυση στο εσωτερικό των κυττάρων. 
Αντίθετα, η καµφερόλη δεν επάγει τον HIF-1α, διότι δεν µπορεί να δεσµεύσει ισχυρά 
το σίδηρο, αν και είναι λιπόφιλη ένωση. 
 Η επαγωγή του HIF-1α από τα φλαβονοειδή εξαιτίας συµπλοκοποίησης του 
σιδήρου επιβεβαιώθηκε µε τη χρήση περίσσειας κιτρικού σιδήρου και πιο άµεσα µε 
τη χρήση καλσεϊνης. Παρουσία περίσσειας σιδήρου αναιρείται η επαγωγή του HIF-
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1α από τη φισετίνη, τη λουτεολίνη και τη µπαϊκαλείνη, όπως έχει προαναφερθεί και 
για την κερκετίνη. Επιπλέον τα επίπεδα ελεύθερου ενδοκυττάριου σιδήρου 
µειώνονται παρουσία των τριών αυτών φλαβονοειδών, εξαιτίας συµπλοκοποίησής 
του από αυτά.  Η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 που επάγεται από τα 
φλαβονοειδή, εξαρτάται από τα HRE και κυµαίνεται στα ίδια επίπεδα µε αυτά του 
επαγόµενου από την κερκετίνη HIF-1.       
 Τέλος, η παρατηρούµενη παροδική επαγωγή του HIF-1α από τα διάφορα 
φλαβονοειδή, η µείωση της έκφρασης της πρωτείνης αυτής από υψηλές 
συγκεντρώσεις φλαβονοειδών και η χαµηλή µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 
παρουσία τους, πιθανόν οφείλονται στην οξείδωση, βιοµετατροπές και πλειοτροπικές 
δράσεις των µορίων αυτών, όπως και στην περίπτωση της κερκετίνης.  
Τα αποτελέσµατα από τη χρήση των φλαβονοειδών στην επαγωγή του HIF-1α 
επιβεβαιώνουν την υπόθεση ότι ο µηχανισµός δράσης της κερκετίνης και των 
υπόλοιπων πολυφαινολικών ενώσεων εξαρτάται από την ικανότητά τους να περνούν 
στο εσωτερικό των κυττάρων µε διάχυση και να συµπλοκοποιούν το σίδηρο.  
 
Επίδραση του υποξικού στρες και του σιδήρου στην επιβίωση, κυτταρικό 
πολλαπλασιασµό και απόπτωση  
Έχοντας µελετήσει τα χαρακτηριστικά της επαγωγής του HIF-1α από τις 
διάφορες ενώσεις, θέλαµε να δούµε ποια είναι η σχέση της παρουσίας του HIF-1α µε 
την επιβίωση και τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων HeLa και HepG2. Επιπλέον, 
θέλαµε να εξετάσουµε τη σηµασία του σιδήρου για τον πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων αυτών. Ο σίδηρος είναι απαραίτητος για όλα τα κύτταρα, καθώς 
συµµετέχει στη µεταφορά ηλεκτρονίων στις οξειδωτικές αντιδράσεις, είναι 
απαραίτητος για τη διεξαγωγή πολλών ενζυµικών αντιδράσεων και συµµετέχει στην 
παραγωγή ενέργειας [185, 186]. Είναι, επίσης, απαραίτητος για πολλές κυτταρικές 
λειτουργίες, όπως η σύνθεση DNA, λόγω της αναγωγάσης των ριβονουκλεοτιδίων, 
ενζύµου που είναι απαραίτητο για τη σύνθεση δεοξυριβονουκλεοτιδίων και περιέχει 
σίδηρο.  
Στα κύτταρα HeLa, η υποξία δεν επηρεάζει την επιβίωση και τον 
πολλαπλασιασµό των κυττάρων, τουλάχιστον µέχρι τις 48 ώρες που εξετάστηκαν. Η 
προσθήκη περίσσειας σιδήρου δεν αλλάζει την εικόνα. Από την άλλη, η 
δεσφερριοξαµίνη προκαλεί αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού, η οποία 
είναι αναστρέψιµη, είτε µε αφαίρεση του επαγωγέα είτε µε προσθήκη περίσσειας 
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σιδήρου, επιβεβαιώνοντας ότι η αναστολή αυτή οφείλεται στην ικανότητα της 
δεσφερριοξαµίνης να συµπλοκοποιεί το σίδηρο, που είναι απαραίτητος για τον 
πολλαπλασιασµό. Το κοβάλτιο προκαλεί, επίσης, µείωση της σύνθεσης DNA και η 
εικόνα είναι αναστρέψιµη είτε µε αφαίρεση του κοβαλτίου είτε µε προσθήκη 
περίσσειας σιδήρου, υποδηλώνοντας ότι, σε αντίθεση µε την επαγωγή του HIF-1α, η 
δράση του κοβαλτίου στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό εξαρτάται άµεσα από το 
σίδηρο. Η κερκετίνη έχει τη µεγαλύτερη επίδραση στην επιβίωση των κυττάρων και 
προκαλεί τη µεγαλύτερη αναστολή στον πολλαπλασιασµό τους ήδη από τις 4 ώρες, 
αλλά η προσθήκη σιδήρου για άλλη µια φορά επαναφέρει το ρυθµό σύνθεσης του 
DNA. Ωστόσο, σε αντίθεση µε την παρόµοια µε την περίσσεια σιδήρου δράση του 
στην αναίρεση της επαγωγής του HIF-1α στις 4 ώρες, το ασκορβικό οξύ δεν 
επαναφέρει, όπως η περίσσεια σιδήρου, τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, σε κύτταρα 
HeLa που καλλιεργήθηκαν παρουσία των µιµητών της υποξίας για 24 ώρες. Το αν η 
διαφορά αυτή οφείλεται στην παροδική δραστικότητα του ασκορβικού οξέος ή στην 
ενεργοποίηση διαφορετικών σηµατοδοτικών µονοπατιών σε κάθε περίπτωση, 
παραµένει ακόµη αδιευκρίνιστο.     
Μελέτες µε τη χρήση συµπλοκοποιητών του σιδήρου έχουν δείξει ότι η 
απουσία σιδήρου οδηγεί σε σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου στη φάση G1/S και 
απόπτωση [187, 188]. Μάλιστα, έχει δειχθεί ότι τα καρκινικά κύτταρα είναι 
περισσότερο ευαίσθητα από τα φυσιολογικά στη µείωση του σιδήρου, πιθανόν 
εξαιτίας των αυξηµένων απαιτήσεων που έχουν σε σίδηρο [189, 190]. Τόσο η 
δεσφερριοξαµίνη όσο και το κοβάλτιο, σε υψηλές συγκεντρώσεις, προκαλούν το 
θάνατο λευχαιµικών κυττάρων µέσω απόπτωσης [191]. Σε συµφωνία µε τις 
προηγούµενες µελέτες, τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας δείχνουν ότι η 
δεσφερριοξαµίνη αναστέλλει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό εξαιτίας 
συµπλοκοποίησης του σιδήρου. Η αναίρεση της αναστολής του πολλαπλασιασµού 
που προκαλεί το κοβάλτιο από την περίσσεια σιδήρου υποδηλώνει ότι το κοβάλτιο 
αναστέλλει τον πολλαπλασιασµό µε έναν µηχανισµό που εξαρτάται από το σίδηρο. 
Ανάλυση του κυτταρικού κύκλου µε τη χρήση ιωδιούχου προπιδίου και 
κυτταροµετρία ροής, που έγινε από τον ∆ρ. Π. Λιάκο έδειξε ότι η αναστολή του 
πολλαπλασιασµού των κυττάρων HeLa από τη δεσφερριοξαµίνη ή την κερκετίνη 
οφείλεται σε σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου στη φάση G1, ενώ από το κοβάλτιο 
σε συγκέντρωση των κυττάρων στη φάση G2/M [182]. Σε όλες τις περιπτώσεις ο 
κυτταρικός κύκλος οµαλοποιείται µε την προσθήκη σιδήρου. Η παρατήρηση αυτή 
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επιβεβαιώνει ότι το κοβάλτιο, παρότι επηρεάζει το σίδηρο, δρα µε διαφορετικό 
µηχανισµό από τη δεσφερριοξαµίνη.  
Η κερκετίνη έχει αναφερθεί ότι προκαλεί αναστολή του πολλαπλασιασµού σε 
διάφορες κυτταρικές σειρές εξαιτίας, µεταξύ των άλλων, αναστολής της αντιγραφής 
του DNA µέσω αλληλεπίδρασης µε την τοποϊσοµεράση ΙΙ ή την DNA πολυµεράση ή 
εξαιτίας αναστολής κινασών [112]. Επίσης, έχει αναφερθεί ότι τα φλαβονοειδή 
αναστέλλουν τις κινάσες του κυτταρικού κύκλου CDK1 και CDK2 και εποµένως 
προκαλούν σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου στη φάση G1 ή G2, ανάλογα µε τον 
κυτταρικό τύπο [192]. Στην παρούσα εργασία, φαίνεται ότι η κερκετίνη αναστέλλει 
τον πολλαπλασιασµό µέσω συµπλοκοποίησης του απαραίτητου για τη διαδικασία 
αυτή σιδήρου και οδηγεί σε σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου στην G1, γεγονός 
που εξηγεί την αντιπολλαπλασιαστική και κυτταροτοξική δράση της. 
Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και της 
ανάλυσης του κυτταρικού κύκλου µε τη δεσφερριοξαµίνη και την κερκετίνη σε 
κύτταρα HeLa εξηγούνται πλήρως από τη σιδηροδεσµευτική τους δράση. Επιπλέον, 
υποδηλώνουν ότι η µείωση του πολλαπλασιασµού των κυττάρων HeLa από το 
κοβάλτιο οφείλεται στην ενεργοποίηση σηµατοδοτικών µονοπατιών, η λειτουργία 
των οποίων εξαρτάται από το σίδηρο.  
Όσον αφορά την επίδραση του υποξικού στρες στον πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων HepG2, οι διαφορές είναι ότι η παρατεταµένη υποξία (48 ώρες) αναστέλλει 
ελαφρώς το ρυθµό σύνθεσης του DNA και ότι η προσθήκη περίσσειας σιδήρου 
επιτείνει αυτή τη µείωση. Παρουσία δεσφερριοξαµίνης ή κοβαλτίου, η αναστολή του 
πολλαπλασιασµού των κυττάρων HepG2 είναι πλήρης στις 48 ώρες και αναστρέψιµη 
στις 4 ώρες, αλλά µη αναστρέψιµη ούτε στις 24 ούτε και στις 48 ώρες από την 
περίσσεια σιδήρου. Τέλος, παρουσία κερκετίνης η αναστολή του κυτταρικού 
πολλαπλασιασµού είναι πλήρης ήδη από τις 4 ώρες και ο πολλαπλασιασµός δεν 
επαναφέρεται µε την προσθήκη περίσσειας σιδήρου. Εποµένως, επιβεβαιώνται η 
παρατήρηση ότι τόσο το κοβάλτιο, όσο και η δεσφερριοξαµίνη και η κερκετίνη 
µειώνουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, αλλά σε αντίθεση µε τα κύτταρα HeLa, η 
προσθήκη περίσσειας σιδήρου δεν τον επαναφέρει στα φυσιολογικά επίπεδα. 
Προφανώς, η ευαισθησία των δυο κυτταρικών σειρών στο σίδηρο διαφέρει. Πιθανόν, 
τα κύτταρα HeLa να είναι πιο ικανά να χειριστούν πιθανή υπερφόρτωση σιδήρου, σε 
αντίθεση µε τα HepG2. Ο σίδηρος είναι απαραίτητος για τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασµό, αλλά σε µεγάλες συγκεντρώσεις έχει αρνητικές επιπτώσεις στο 
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κύτταρο. Μια από τις αρνητικές δράσεις του σιδήρου είναι η παραγωγή µέσω της 
αντίδρασης Fenton των ROS, τα οποία οξειδώνουν µακροµόρια, αλλά επιπλέον 
ενέχονται σε σηµατοδοτικά µονοπάτια. Τα κύτταρα HepG2 µπορεί να είναι 
περισσότερο ευαίσθητα στα ROS και λιγότερο ικανά να αµυνθούν στην αύξησή τους 
ή τα ROS να ενεργοποιούν σηµατοδοτικά µονοπάτια που οδηγούν σε µείωση του 
κυτταρικού πολλαπλασιασµού και για το λόγο αυτό, η προσθήκη περίσσειας σιδήρου 
να αδυνατεί να επαναφέρει το ρυθµό πολλαπλασιασµού τους.  
Η απόπτωση είναι µια διαδικασία προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου, 
που χρησιµοποιείται από τα µετάζωα και παίζει σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη και 
διαφοροποίηση ιστών. Η απόπτωση µπορεί να διεγερθεί από ενδοκυττάρια και 
εξωκυττάρια µηνύµατα. Επειδή η υποξία σχετίζεται µε γενετική αστάθεια, πιστεύεται 
ότι οδηγεί σε απόπτωση για την αποφυγή συγκέντρωσης κυττάρων µε µεταλλάξεις 
[192]. Ωστόσο, υπάρχουν αναφορές τόσο για τον αντιαποπτωτικό ρόλο του HIF-1α 
όσο και για τον προαποπτωτικό του ρόλο. Στη βιβλιογραφία αναφέρεται ότι τόσο η 
υποξία όσο και οι ενώσεις που µιµούνται την υποξία προκαλούν απόπτωση σε 
συγκεκριµένους κυτταρικούς τύπους [131, 184, 193, 194]. Ωστόσο, οι µηχανισµοί 
που οδηγούν σε απόπτωση δεν είναι πλήρως γνωστοί.   
Στην παρούσα εργασία, παρά το γεγονός ότι ο αριθµός των κυττάρων HeLa ή 
HepG2 παρουσία δεσφερριοξαµίνης, κοβαλτίου και κερκετίνης ήταν µικρότερος, δεν 
παρατηρήθηκε σε καµιά περίπτωση απόπτωση προκαλούµενη από τις ενώσεις αυτές. 
Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία, στα κύτταρα HeLa και HepG2, απόπτωση 
παρατηρείται σε περιπτώσεις που οι συγκεντρώσεις των χρησιµοποιούµενων ουσιών 
ήταν πολύ µεγαλύτερες.  
  
Σχέση του HIF-1α µε την επιβίωση, κυτταρικό πολλαπλασιασµό και απόπτωση 
Τα αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι ο HIF-1α δε σχετίζεται ξεκάθαρα µε την 
επιβίωση ή την απόπτωση των κυττάρων HeLa και HepG2. Και στα δυο είδη 
κυττάρων, η επαγωγή του HIF-1α από την υποξία δεν επηρεάζει την επιβίωση των 
κυττάρων. Αντιθέτως, οι τρεις άλλοι επαγωγείς του HIF-1α που µελετήθηκαν, η 
δεσφερριοξαµίνη, το κοβάλτιο και η κερκετίνη µειώνουν τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασµό, επειδή διαταράσσουν την κυτταρική οµοιοστασία του σιδήρου. 
Όπως δείξαµε, σε κύτταρα HeLa η διαταραχή αυτή είναι αναστρέψιµη είτε µε 
αφαίρεση του επαγωγέα είτε µε προσθήκη περίσσειας σιδήρου στην καλλιέργεια. 
Εποµένως, σε συνθήκες που ο HIF-1α είναι σταθερός και ενεργός, τα κύτταρα ή 
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πολλαπλασιάζονται (υποξία) ή µειώνουν το ρυθµό πολλαπλασιασµού τους και δεν 
επιβιώνουν (µιµητές της υποξίας). Στις ίδιες συνθήκες, τα κύτταρα δεν πεθαίνουν µε 
απόπτωση, τουλάχιστον µέχρι 48 ώρες καλλιέργειας. Επιπλέον, η προσθήκη σιδήρου, 
η οποία επαναφέρει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, αναιρεί (στην περίπτωση της 
δεσφερριοξαµίνης και της κερκετίνης) ή διατηρεί (στην περίπτωση του κοβαλτίου) 
την έκφραση του HIF-1α. Είναι αξιοσηµείωτο ότι σε κύτταρα HeLa, στην περίπτωση 
της δεσφερριοξαµίνης και της κερκετίνης, ενώσεις που συµπλοκοποιούν το σίδηρο, η 
έκφραση του HIF-1α σχετίζεται αρνητικά µε τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, ενώ 
στην περίπτωση της υποξίας και του κοβαλτίου, ο HIF-1α δε σχετίζεται µε τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Τα παραπάνω τονίζουν τη σηµασία του σιδήρου και όχι 
του HIF-1α για την επιβίωση και πολλαπλασιασµό αυτών των γρήγορα αυξανόµενων 
καρκινικών κυττάρων. Αντιθέτως, στα κύτταρα HepG2, η δράση της υποξίας στον 
πολλαπλασιασµό δεν αναιρείται πλήρως από το σίδηρο και του κοβαλτίου παραµένει 
η ίδια µε την προσθήκη σιδήρου, ενώ και στις δυο περιπτώσεις διατηρείται η 
έκφραση του HIF-1α. Η δράση της δεσφερριοξαµίνης και της κερκετίνης δεν 
αναιρείται από το σίδηρο, όπως και η έκφραση του HIF-1α.  
 Ίσως, το σηµαντικότερο συµπέρασµα από την εργασία αυτή είναι η εµπλοκή 
του µονοπατιού του HIF-1 σε διάφορους βασικούς κυτταρικούς µηχανισµούς, όπως ο 
µεταβολισµός του σιδήρου και ο πολλαπλασιασµός και η διαπίστωση ότι οι 
διαφορετικές ιδιότητες που πολλοί «µιµητές της υποξίας» διαθέτουν είναι 
µεγαλύτερης σηµασίας από την έκφραση του HIF-1α στην τελική απόκριση των 
κυττάρων κάτω από συνθήκες υποξικού στρες. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Η υποξία (µειωµένη συγκέντρωση οξυγόνου) αυξάνει την έκφραση του HIF-
1α, της ρυθµιστικής υποµονάδας του µεταγραφικού παράγοντα HIF-1 (Hypoxia 
Inducible Factor-1), επειδή εµποδίζει τη δράση Ο2 και Fe2+ - εξαρτώµενων 
προλυλοϋδροξυλασών, οι οποίες προάγουν την πρωτεόλυσή του. Ο HIF-1α επάγεται 
και σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου (νορµοξία) από ορισµένες ενώσεις µε 
µηχανισµούς που δεν έχουν πλήρως διευκρινιστεί σε όλες τις περιπτώσεις. Στην 
παρούσα διατριβή συγκρίθηκε, σε κύτταρα HeLa και HepG2, η ρύθµιση της 
έκφρασης του HIF-1α από την υποξία και τις ενώσεις δεσφερριοξαµίνη, χλωριούχο 
κοβάλτιο και κερκετίνη, µελετήθηκε η επίδραση των ανωτέρω συνθηκών στην 
κυτταρική επιβίωση, πολλαπλασιασµό και απόπτωση και διερευνήθηκε ο ρόλος του 
σιδήρου. Τα αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι, όπως η υποξία, οι «µιµητές της 
υποξίας» που χρησιµοποιήθηκαν επάγουν µεταγραφικά ενεργό HIF-1 
σταθεροποιώντας την πρωτεΐνη, η έκφραση της οποίας όµως απαιτεί συνεχιζόµενη 
πρωτεϊνοσύνθεση. Όπως είχε δειχθεί για τη δεσφερριοξαµίνη, η επαγωγή του HIF-1α 
από την κερκετίνη και ορισµένα άλλα φλαβονοειδή, κατάλληλης δοµής και 
λιποφιλικότητας, οφείλεται στη συµπλοκοποίηση του ενδοκυττάριου ελεύθερου 
σιδήρου και αναιρείται από την προσθήκη περίσσειας σιδήρου. Αντιθέτως, η 
επαγωγή του HIF-1α από το κοβάλτιο δεν αναιρείται από την προσθήκη περίσσειας 
σιδήρου, αλλά εξαρτάται από την παραγωγή δραστικών ειδών οξυγόνου (ROS) και τη 
λειτουργία των ΡΙ-3Κ και MAPΚ σηµατοδοτικών µονοπατιών. Σε αντίθεση µε την 
υποξία, όλοι οι «µιµητές της υποξίας» µειώνουν, σε διαφορετικό βαθµό, τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασµό, επειδή επηρεάζουν το µεταβολισµό του σιδήρου. Η 
επαναφορά του πολλαπλασιασµού σε φυσιολογικά επίπεδα µε την προσθήκη 
περίσσειας σιδήρου παρατηρείται σε κύτταρα HeLa, αλλά όχι σε HepG2. Και στις 
δυο κυτταρικές σειρές, ωστόσο, η έκφραση του HIF-1α δε σχετίζεται µε την 
κυτταρική επιβίωση, πολλαπλασιασµό ή απόπτωση. Τα αποτελέσµατα αυτά 
αναδεικνύουν τις διαφορές της κυτταρικής απόκρισης στην υποξία και τους «µιµητές 
της υποξίας» και υπογραµµίζουν την πλειοτροπική δράση των τελευταίων στο 
µεταβολισµό του σιδήρου και άλλες βασικές κυτταρικές λειτουργίες.    
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SUMMARY 
 
Ηypoxia induces the expression of HIF-1α, the regulatory subunit of 
transcriptional factor HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1), by inhibiting the action of 
O2- and iron-dependent prolyl hydroxylases. HIF-1α can be induced in normoxia by 
certain chemicals, but their mechanism of action has not been determined. In the 
present study we compared, in HeLa and HepG2 cells, the regulation of the 
expression of HIF-1α by hypoxia and by desferrioxamine, cobalt chloride or 
quercetin, investigated the effect of these conditions on cell survival, proliferation and 
apoptosis and examined the role of iron. Our results show that, like hypoxia, the 
“hypoxia mimetics” employed induce transcriptionally active HIF-1 by stabilizing the 
protein, the expression of which, however, requires ongoing protein synthesis. As it 
has been shown for desferrioxamine, the induction of HIF-1α by quercetin and other 
flavonoids, of appropriate structure and lipophilicity, is due to the reduction of the 
concentration of intracellular iron through chelation and is reversed by excess iron. 
On the contrary, the induction of HIF-1α by cobalt is not reversed by excess iron, but 
involves the production of reactive oxygen species and the phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K) and MAP kinase pathways. Unlike hypoxia, the “hypoxia mimetics” 
decrease cell proliferation by influencing iron metabolism. Proliferation is restored by 
the addition of excess iron in HeLa cells, but not in HepG2 cells. However, in both 
cell lines, the expression of HIF-1α does not correlate with cell survival, proliferation 
or apoptosis. These results address the differences in cellular response to hypoxia and 
“hypoxia mimetics” and highlight the multiple actions of “hypoxia mimetics” in iron 
metabolism and other basic cellular processes. 
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ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ 
 
 
•  ΠΡΟΣΩΠΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ 
Επώνυµο: Τριανταφύλλου 
Όνοµα:     Αναστασία 
Πατρώνυµο: Γεώργιος 
Ηµεροµηνία γέννησης: 21 Νοεµβρίου 1977 
Τόπος: Λάρισα 
∆ιεύθυνση: Μητροπούλου 64 
Τηλ.:  2410230711 
          6977353876 
email: atriand@med.uth.gr 
Επαγγελµατική ιδιότητα: Βιολόγος 
 
•  ΣΠΟΥ∆ΕΣ 
Σεπτέµβριος 1996 – 2000 :          Φοίτηση στο Τµήµα Βιολογίας του Α.Π.Θ. 
                                                    Αποφοίτηση µε βαθµό πτυχίου 7.7, «Λίαν Καλώς» 
Μάιος 2002 - σήµερα      :          Εκπόνηση διδακτορικής διατριβής στο Εργαστήριο  
                                                    Βιοχηµείας του Τµήµατος Ιατρικής του 
                                                    Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας ης Ιατρικής Σχολής   
                                                    Λάρισας µε θέµα: 
                                                    «Μελέτη της κυτταρικής απόκρισης στην υποξία.»,   
     σε Πρόγραµµα ΠΕΝΕ∆ 2001 (01Ε∆121). 
 
    
•  ΞΕΝΕΣ ΓΛΩΣΣΕΣ 
Αγγλικά:  πάρα πολύ καλή γνώση (κάτοχος Lower Cambridge, µε Β) 
Ιταλικά:   πάρα πολύ καλή γνώση (κάτοχος Diploma di lingua italiana) 
 
• ΜΕΛΟΣ ΣΕ ΕΝΩΣΕΙΣ-ΟΡΓΑΝΩΣΕΙΣ  
Μέλος της Ελληνικής Εταιρείας Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας (ΕΕΒΜΒ) 
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•  ΕΠΑΓΓΕΛΜΑΤΙΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 
 Εργαστηριακή εµπειρία: 
Σεπτέµβριος 1999 - Ιούλιος 2000 :   
Εκπόνηση διπλωµατικής εργασίας στον τοµέα Γενετικής, Ανάπτυξης και 
Μοριακής Βιολογίας του Α.Π.Θ., µε θέµα: «Γενετική ανάλυση των κατοίκων των 
νοµών Λακωνίας και Εύβοιας µε τη χρήση δύο µικροδορυφορικών δεικτών. 
Χρησιµοποίηση αυτοσωµατικών µικροδορυφορικών DΝΑ δεικτών στην επίλυση 
υποθέσεων πατρότητας» και επιβλέποντα Καθηγητή  τον κ. Κ. Τριανταφυλλίδη. 
Απόκτηση εµπειρίας σε τεχνικές όπως: αποµόνωση DNA από περιφερικό αίµα,  
αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR), πέψεις µε ένζυµα περιορισµού,                            
ηλεκτροφορήσεις.       
 
2 Μαϊου 2000 - 2 Ιουλίου 2000 :     
Εκπόνηση πρακτικής άσκησης σε Εργαστηριακό ∆ιαγνωστικό Κέντρο 
Βιοπαθολογίας, στη Θεσσαλονίκη, µε θέµα: «Ενδοκρινείς αδένες. Εργαστηριακός 
προσδιορισµός ορµονικών εξετάσεων.»                                                        
Εκπαίδευση στις αιµοληψίες. Παρακολούθηση εργασιών στα τµήµατα:                                                       
αιµατολογικό, βιοχηµικό, ανοσολογικό και ορµονολογικό.   
 
 Ιούνιος 2004 :   
Εξειδίκευση στις τεχνικές διαµόλυνσης ευκαρυωτικών κυττάρων στο Εργαστήριο 
Μοριακής Γενετικής Θηλαστικών του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και 
Βιοτεχνολογίας στο Ηράκλειο Κρήτης. 
                                                        
 ∆ιδακτική εµπειρία: 
∆εκέµβριος 2004, ∆εκέµβριος 2005 :   
Συµµετοχή στην οργάνωση των εργαστηρίων του µαθήµατος "Κυτταρική 
σηµατοδότηση και ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης" του µεταπτυχιακού 
προγράµµατος του Τµήµατος Ιατρικής Λάρισας µε τίτλο: "Κλινικές  εφαρµογές 
µοριακής ιατρικής" και επίβλεψη των µεταπτυχιακών φοιτητών στα εργαστήρια. 
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• ΠΑΡΟΥΣΙΑΣΕΙΣ ΕΡΓΑΣΙΩΝ – ΑΝΑΚΟΙΝΩΣΕΙΣ ΣΕ ΣΥΝΕ∆ΡΙΑ - 
∆ΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ 
Παρουσιάσεις εργασιών 
Σεπτέµβριος 2000:                       Παρουσίαση διπλωµατικής εργασίας. 
    (Βαθµός 10)      
     Παρουσίαση πρακτικής άσκησης. 
                                                          (Βαθµός 10) 
 
Ανακοινώσεις σε συνέδρια 
1. Κουβάτση Α., Κοντοπούλου Ε., Μανιατάκος Ν., Χατζηκυριακίδου Α.,    
      Τριανταφύλλου Α., Κεραµάρη Μ., ∆εληγιαννίδης Π. και Τριανταφυλλίδης Κ., 
Αθήνα 8-10 ∆εκεµβρίου 2000. “Χρησιµοποίηση DNA δεικτών στην επίλυση  
      ιατροδικαστικών υποθέσεων”, Πρακτικά Πανελλήνιου Συνεδρίου Μοριακής 
Βιολογίας- Κυτταρογενετικής στην Υγεία (σελ 162)  
2. Ιερεµιάδου Φ., Τριανταφυλλίδης Α., Μανιατάκος Ν., Τριανταφύλλου Α.,  
       ∆εληγγιανίδης Π., Κουβάτση Α. και Τριανταφυλλίδης Κ., Χίος 24-27 Μαίου 
2001. “Γενετική ανάλυση των κατοίκων των νοµών Κορινθίας, Λακωνίας και 
Εύβοιας µε τη χρήση µικροδορυφορικών δεικτών”, Proceedings of the 23th 
Meeting of the Hellenic Society of Biological Sciences (EEBE) ( σελ 55) 
3. A.Triantafyllou, P.Liakos, A. Tsakalof, E. Georgatsou, G. Simos and S. 
Bonanou, Αθήνα ∆εκέµβριος 2003. “Hypoxia, desferrioxamine and quercetin 
differentially regulate hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) expression and 
cell proliferation in HeLa cells”, Proceedings of the 55th Meeting of the 
Hellenic Society of Biochemistry and Molecular Biology (EEBΜΒ). 
Newsletter, vol 50 (σελ 675-680) 
4. M. Samara, I. Chiotoglou, S. Likousi, A. Triantafyllou, S. Bonanou, N. 
       Vamvakopoulos, P. Liakos, P. Kollia, Στοκχόλµη 2-5 Ιουνίου 2005. “Parallel 
assessment of transferrin receptor-1 and –2, ferritin and NRAMP2 expression 
during human erythropoiesis”, 10th Congress of the European Hematology 
Association, Haematologica/the hematology journal (σελ.32)  
5. A.Triantafyllou, P.Liakos, A. Tsakalof, E. Georgatsou, G. Simos and S. 
Bonanou, Βουδαπέστη 2-7 Ιουλίου 2005. ‘’Differential Regulation of Hypoxia 
Inducible Factor 1a (HIF-1a) Expression and HeLa Cell Survival and 
Proliferation by Hypoxia, Desferrioxamine, Cobalt and Quercetin:  The Role 
of Iron.’’, FEBS Journal 272: 1 July 2005 (σελ 567) 
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6. Τριανταφύλλου A., Λιάκος Π., Τσακάλωφ Α., Γεωργάτσου Ε., Σίµος Γ. και 
Μπονάνου Σ., Αθήνα 7-10 ∆εκεµβρίου 2005.
 
‘’Ο ρόλος του σιδήρου στη 
ρύθµιση της έκφρασης του µεταγραφικού παράγοντα ΗIF-1α, της επιβίωσης και 
πολλαπλασιασµού των κυττάρων ΗeLa σε συνθήκες υποξίας ή παρουσία 
δεσφερριοξαµίνης, κοβαλτίου ή κερκετίνης.’’, Πρακτικά 1ου Πανελλήνιου 
Συνεδρίου Βασικών Ιατρικών Εφαρµογών (σελ 105) 
7. Anastasia Triantafyllou, Panagiotis Liakos, Andreas Tsakalof, Georgia   
Chachami, Efrosyni Paraskeva, Ilias Athanasiadis, Paschalis-Adam Molyvdas, 
Eleni Georgatsou, George Simos and Sophia Bonanou, Λουξεµβούργο 25-28 
Ιανουαρίου 2006. "Ferric citrate abolishes the induction of the Hypoxia 
Inducible Factor HIF-1a expression and restores the inhibition of cell 
proliferation produced by the flavonoid quercetin." Proceedings of the 
Meeting of Cell Signaling World 2006, Signal Transduction Pathways as 
therapeutic targets (σελ 574) 
 
∆ηµοσιεύσεις  
1. Triantafyllou Α, Liakos P, Tsakalof A, Georgatsou E, Simos G, Bonanou S. 
Cobalt induces hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) in HeLa cells by an 
iron-independent, but ROS-, PI3K- and MAPK-dependent mechanism. Free 
Radical Research, June 2006 (in press) 
 
2. Triantafyllou Α, Liakos P, Tsakalof A, Chachami G, Paraskeva E, Molyvdas 
PA, Georgatsou E, Simos G, Bonanou S. Quercetin induces HIF-1α and 
inhibits cell proliferation by depleting iron. (submitted) 
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